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DESCRIPCION
Secuencias UTR 3' para la estabilizacién del ARN

El uso del ARN ofrece una alternativa atractiva respecto al ADN para sortear los riesgos potenciales de seguridad
relacionados con el uso terapéutico del ADN. E/ ARN transcrito In vitro (IVT-ARN) es de particular interés en los enfoques
terapéuticos. Las ventajas de un uso terapéutico del ARN incluyen la expresion transitoria y un caracter no transformante.
El ARN no necesita ingresar al nucleo para expresarse y, ademas, no puede integrarse en el genoma del huésped, de
esta manera elimina el riesgo de oncogénesis. Cuando se usa para la vacunacion, la inyeccion del ARN puede inducir
respuesta inmunitaria celular y humoral in vivo. Sin embargo, el uso del ARN para aplicaciones clinicas es muy restringido,
especialmente por la corta vida media del ARN.

Los vectores IVT pueden usarse de manera estandarizada como molde para la transcripcion in vitro. Tales vectores IVT
pueden tener la siguiente estructura: un promotor 5' de la ARN polimerasa que permite la transcripcion del ARN, seguido
de un gen de interés que esta flanqueado 3' y/o 5' por regiones no traducidas (UTR), y un casete de poliadenilo 3' que
contiene nucleétidos de A. Antes de la transcripcion in vitro el plasmido circular se linealiza en direcciéon 3' del casete de
poliadenilo mediante enzimas de restriccion de tipo Il (la secuencia de reconocimiento corresponde al sitio de escision).
Por lo tanto, el casete de poliadenilo corresponde a la secuencia de poli(A) posterior en el transcrito.

Las células dendriticas inmaduras humanas (hiDC) se usan ampliamente para desarrollar y mejorar las inmunoterapias
para el tratamiento del cancer. Las hiDC cargadas con el ARNm transcrito in vitro (IVT), que codifica un antigeno tumoral
especifico (TA), pueden inducir una respuesta antitumoral eficaz. Sin embargo, un requisito previo para una respuesta
inmunitaria eficaz, mediante el uso de vacunas contra el cancer basadas en ARN, es la alta estabilidad y la eficiencia de
la traduccion del ARN. Ambas pueden mejorarse mediante modificaciones estructurales del 5'-CAP, la cola 3' poli(A), asi
como también las regiones no traducidas (UTR) en 5' y 3. Los elementos de secuencia dentro de las UTR afectan la
eficiencia de la traduccion (principalmente 5-UTR) y la estabilidad del ARN (principalmente UTR-3').

En trabajos anteriores demostramos que dos copias consecutivas de la UTR-3' de beta-globina humana (ahora llamada
2hBg; ademas, anteriormente 2BgUTR) contribuyen a una mayor estabilidad de la transcripcion y eficiencia de la
traduccioén (Holtkamp (2006) Blood 108:4009-4017). Sin embargo, la presencia de dos copias idénticas de la secuencia
UTR-3' de la beta-globina humana en el ADN plasmidico, que finalmente se usa como molde para la transcripcion del
ARN in vitro conlleva el riesgo de recombinacién durante su propagacion en E. coli. De manera similar, cualquier enfoque
de clonacion, especialmente mediante el uso de amplificacion basada en PCR, es muy dificil. Lo mismo es cierto para la
amplificacion basada en PCR de la region que codifica el ARN de 2hBg en el extremo 3' para usarse como molde para la
transcripcion in vitro, porque aqui se han observado errores de hibridaciéon, que conducen a la omisiéon de una copia de
UTR-3' de la beta-globina humana. Para evitar estos problemas, buscamos identificar secuencias novedosas que tengan
un efecto estabilizador en el ARNm transcrito in vitro al menos similar a, idealmente incluso mejor que, la secuencia de
2hBg.

Xia y otros (International Journal of Molecular Medicine, 2013, 31(5):1081-1086) se refiere al gen "Potenciador de la
Separacion del Amino Terminal" (AES).

El objeto de la presente invencién fue proporcionar ARN con aumento de la estabilidad y/o eficiencia de la traduccion y
los medios para obtener tal ARN. Deberia ser posible obtener mayores grados de expresion mediante el uso de dicho
ARN en la terapia.

Este objeto se logra de acuerdo con la invencién mediante el contenido de las reivindicaciones.

La presente invencion se refiere a la estabilizacion del ARN, en particular el ARNm, y un aumento en la traduccion del
ARNmMm. La presente invencion se refiere particularmente a una modificacion del ARN, en particular del ARN transcrito in
vitro, que resulta en un aumento de la estabilidad del transcrito y/o de la eficiencia de la traduccion.

De acuerdo con la invencién, se demostré que determinadas secuencias en la regién no traducida en 3' (UTR) de una
molécula de ARN mejoran la estabilidad y la eficiencia de la traduccion.

Mediante el uso del ARN modificado de acuerdo con la invencién en la transfeccion de células dendriticas (DC), sera
posible, por ejemplo, aumentar la densidad de complejos de péptido/MHC especificos de antigeno sobre las células
transfectadas y su capacidad para estimular y expandir las células T CD4* y CD8"* especificas para un antigeno. Por lo
tanto, la invencioén, en una modalidad, se refiere a una estrategia para optimizar las vacunas de ARN para transfectar DC
o vacunas de DC transfectadas con ARN mediante el uso de ARN que se ha modificado por las modificaciones del ARN
descritas de acuerdo con la invencion.

De acuerdo con la invencion, la modificacion, y de esta manera la estabilizacién y/o el aumento en la eficiencia de la
traduccion, del ARN se logra, preferentemente, mediante la modificacién genética de los vectores de expresion que,
preferentemente, sirven como molde para la transcripciéon del ARN in vitro. Estos vectores de expresion permiten la
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transcripcion del ARN con una region no traducida en 3' descrita de acuerdo con la invencion, y, preferentemente, entre
la secuencia codificante de un péptido o proteina (marco abierto de lectura) y la secuencia de poli(A).

Estos vectores pueden permitir, ademas, la transcripcion del ARN con una secuencia de poli(A) que, preferentemente,
tiene un extremo abierto en dicho ARN, es decir, no hay nucleétidos distintos de los nucleétidos A que flanquean dicha
secuencia de poli(A) en su extremo 3'. Puede lograrse una secuencia de poli(A) de extremo abierto en el ARN mediante
la introduccién de un sitio de escisidon de restriccion de tipo IS en un vector de expresién que permite transcribir el ARN
bajo el control de un promotor de la ARN polimerasa 5' y que contiene un casete de poliadenilo, en donde la secuencia
de reconocimiento se ubica en direccion 3' del casete de poliadenilo, mientras que el sitio de escision se ubica en direccién
5"y, por lo tanto, dentro del casete de poliadenilo. La escisidon por restriccion en el sitio de escision por restriccion de tipo
[IS permite que un plasmido se linealice dentro del casete de poliadenilo. El plasmido linealizado puede usarse después
como molde para la transcripcion in vitro, el transcrito resultante termina en una secuencia de poli(A) expuesta. Ademas,
una interrupcién opcional del casete de poliadenilo 3' por una secuencia de nucleétidos aleatoria, con una distribucion
igual de los 4 nucledtidos (enlazador), aumenta la estabilidad del casete de poliadenilo 3' en E. coli.

Resumen de la invencién
En un aspecto, la invencion se refiere a una molécula de acido nucleico como se definié en la reivindicacion 1 adjunta.

En una modalidad, la secuencia de acido nucleico (c-8) comprende una combinacién de (c-4) y (c-6). En una modalidad,
(c-4) se ubica 5' respecto a (c-6). En una modalidad, la combinacién de (c-4) y (c-6) comprende la secuencia de acido
nucleico de la SEQ ID NO: 174, un fragmento de esta, o una variante de dicha secuencia o fragmento de acido nucleico
que es al menos 90 % idéntica a dicha secuencia o fragmento de acido nucleico.

En una modalidad, la molécula de acido nucleico de la invencion comprende ademas (d) una secuencia de acido nucleico
que, cuando se transcribe bajo el control del promotor (a), codifica para una secuencia de acido nucleico que es una
secuencia de poliadenilo que opcionalmente comprende dentro de la secuencia de poliadenilo una secuencia de uno o
mas nucledtidos consecutivos que contienen nucleédtidos distintos de los nucledtidos A. En una modalidad, dicha
secuencia de poliadenilo comprende al menos 20 nucleétidos A, preferentemente al menos 40, al menos 80, al menos
100 o al menos 120 nucledtidos A, preferentemente nucleétidos A consecutivos. En una modalidad, dicha secuencia de
uno o mas nucledtidos consecutivos que contienen nucledtidos distintos de los nucledtidos A es una secuencia,
preferentemente, una secuencia arbitraria, de 2 o mas nucledétidos consecutivos, en donde el primer y el Ultimo nucledtido
de dicha secuencia de 2 o mas nucledtidos consecutivos es un nucledétido distinto de un nucleétido A. En una modalidad,
dicha secuencia de acido nucleico (d) es una secuencia de acido nucleico que, cuando se transcribe bajo el control del
promotor (a), codifica para una secuencia de acido nucleico que es una secuencia de poliadenilo que comprende dentro
de la secuencia de poliadenilo una secuencia de uno o mas nucleétidos consecutivos que contienen nucleétidos distintos
de los nucledtidos A y que exhiben una mayor estabilidad tras la propagacion de dicha molécula de acido nucleico en
Escherichia coli en comparaciéon con una molécula de acido nucleico que comprende en lugar de dicha secuencia de
acido nucleico (d) una secuencia de acido nucleico (d)' que, cuando se transcribe bajo el control del promotor (a), codifica
para una secuencia de poliadenilo de la misma longitud que dicha secuencia de acido nucleico que es una secuencia de
poliadenilo que comprende dentro de la secuencia de poliadenilo una secuencia de uno o mas nucleétidos consecutivos
que contienen nucleétidos distintos de nucleétidos A. En una modalidad, dicha secuencia de acido nucleico que es una
secuencia de poliadenilo que comprende opcionalmente dentro de la secuencia de poliadenilo una secuencia de uno o
mas nucledtidos consecutivos que contienen nucleétidos distintos de los nucledtidos A, comprende al menos 80
nucleétidos, preferentemente, al menos 90 o 100 nucledtidos. En una modalidad, dicha secuencia de acido nucleico, que
es una secuencia de poliadenilo, que comprende opcionalmente dentro de la secuencia de poliadenilo una secuencia de
uno o mas nucledétidos consecutivos que contienen nucleétidos distintos de nucleétidos A comprende al menos 90
nucleétidos, preferentemente al menos 100 nucledtidos, preferentemente al menos 110 nucleétidos. En una modalidad,
dicha secuencia de acido nucleico que es una secuencia de poliadenilo que comprende opcionalmente dentro de la
secuencia de poliadenilo una secuencia de uno o mas nucleétidos consecutivos que contienen nucleétidos distintos de
los nucledtidos A comprende aproximadamente 120 nucleétidos. En modalidades particulares, dicha secuencia de acido
nucleico que es una secuencia de poliadenilo, que comprende opcionalmente dentro de la secuencia de poliadenilo una
secuencia de uno o mas nucleétidos consecutivos que contienen nucledtidos distintos de nucleétidos A, comprende hasta
200, preferentemente hasta 150, y, en particular, hasta 130 nucledtidos. En una modalidad, al menos 90 %,
preferentemente al menos 92 %, preferentemente al menos 95 %, 97 % 0 98 % de los nucledtidos de dicha secuencia de
acido nucleico que es una secuencia de poliadenilo que opcionalmente comprende dentro de la secuencia de poliadenilo
una secuencia de uno o mas nucleétidos consecutivos que contienen nucleétidos distintos de los nucledtidos A son
nucledtidos A en dicha secuencia de poliadenilo (sin incluir los nucleétidos A en dicha secuencia de uno o mas nucleétidos
consecutivos que contienen nucleotidos distintos de los nucleétidos A).

En una modalidad, dicha secuencia de uno o mas nucleétidos consecutivos que contienen nucleétidos distintos de los
nucledtidos A se ubica dentro de una region desde la posicion 21 a la posicion 80, preferentemente desde la posicion 21
a la posicion 60, con mayor preferencia desde la posicion 31 a la posicion 50 de dicha secuencia de poliadenilo.

En una modalidad, dicha secuencia de uno o mas nucleétidos consecutivos que contienen nucleétidos distintos de los
nucledtidos A esta precedida por al menos 20 residuos A, preferentemente al menos 30, 40 o 50 residuos A en dicha



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2753201 T3

secuencia de poliadenilo. En modalidades particulares, dicha secuencia de uno o mas nucleétidos consecutivos que
contienen nucleétidos distintos de nucledétidos A esta precedida por hasta 80 residuos A, preferentemente hasta 70 o 60
residuos A en dicha secuencia de poliadenilo.

En una modalidad, dicha secuencia de uno o mas nucleétidos consecutivos que contienen nucleétidos distintos de los
nucledtidos A es seguida por al menos 20 residuos A, preferentemente al menos 30, 40, 50, 60 o 70 residuos A en dicha
secuencia de poliadenilo. En modalidades particulares, dicha secuencia de uno o mas nucleétidos consecutivos que
contienen nucledtidos distintos de los nucledtidos A es seguida por hasta 100 residuos A, preferentemente hasta 80
residuos A en dicha secuencia de poliadenilo.

En una modalidad, dicha secuencia de uno o mas nucleétidos consecutivos que contienen nucleétidos distintos de los
nucledtidos A esta precedida por 20 a 50, preferentemente 30 a 40 residuos A en dicha secuencia de poliadenilo y es
seguida por 30 a 80, preferentemente 40 a 70 residuos A en dicha secuencia de poliadenilo.

En una modalidad, dicha secuencia de uno o mas nucleétidos consecutivos que contienen nucleétidos distintos de los
nucledtidos A tiene una longitud de al menos 3, al menos 4, al menos 5, al menos 6, al menos 8, preferentemente al
menos 10, con mayor preferencia al menos 15 nucleétidos.

En una modalidad, dicha secuencia de uno o mas nucledtidos consecutivos que contienen nucleétidos distintos de
nucledtidos A tiene una longitud de no mas de 50, preferentemente no mas de 30, con mayor preferencia no mas de 20
nucleotidos.

En una modalidad, dicha secuencia de uno o mas nucleétidos consecutivos que contienen nucleétidos distintos de los
nucledtidos A no comprende mas de 3, preferentemente no mas de 2, preferentemente no hay residuos A consecutivos.

En una modalidad, las secuencias de acido nucleico (b), (c) y (d) bajo el control del promotor (a) pueden transcribirse para
dar un transcrito comun. En una modalidad, las secuencias de acido nucleico transcritas a partir de las secuencias de
acido nucleico (c) y opcionalmente (d) son activas para aumentar la eficiencia de traduccion y/o la estabilidad de la
secuencia de acido nucleico transcrita a partir de la secuencia de acido nucleico transcribible (b).

En una modalidad, en el transcrito dicha secuencia de acido nucleico, que es una secuencia de poliadenilo que comprende
opcionalmente dentro de la secuencia de poliadenilo una secuencia de uno o mas nucleétidos consecutivos que contienen
nucledtidos distintos de los nucleétidos A, se ubica en el extremo 3'.

En una modalidad, la molécula de acido nucleico de la invencion es una molécula de ADN. En una modalidad, dicha
molécula de acido nucleico es un vector de expresion o plasmido tal como un vector IVT.

En una modalidad, la molécula de acido nucleico de la invencion es una molécula circular cerrada o una molécula lineal.

En una modalidad, la secuencia de acido nucleico transcribible comprende una secuencia de acido nucleico que codifica
para un péptido o proteina y la secuencia de acido nucleico para introducir una secuencia de acido nucleico transcribible
es un sitio de clonacién multiple.

En una modalidad, la molécula de acido nucleico de la invencién comprende, ademas, uno o mas miembros seleccionados
del grupo que consiste en: (i) un gen reportero; (ii) un marcador de seleccion; y (iii) un origen de replicacion.

En una modalidad, la molécula de acido nucleico de la invencion es adecuada, en particular después de la linealizacion,
para la transcripcion del ARN in vitro, en particular el ARNm.

Antes de la transcripcion in vitro, los vectores circulares de IVT generalmente se linealizan en direccion 3' del casete de
poliadenilo mediante enzimas de restriccion de tipo Il (la secuencia de reconocimiento corresponde al sitio de escision).
Por lo tanto, el casete de poliadenilo corresponde a la secuencia de poli(A) posterior en el transcrito. Como un resultado
de este procedimiento, algunos nucleétidos permanecen como parte del sitio de escision enzimatica después de la
linealizacién y extienden o enmascaran la secuencia de poli(A) en el extremo 3'. Sin embargo, se descubrié que el ARN
que tiene una secuencia poli(A) de extremo abierto se traduce de manera mas eficiente que el ARN que tiene una
secuencia poli(A) con un terminal enmascarado.

En consecuencia, las moléculas de acido nucleico de la invencién cuando se usan como vectores de expresion permiten,
preferentemente, la transcripcion del ARN con una secuencia de poli(A) que, preferentemente, tiene un extremo abierto
en dicho ARN, es decir, no hay nucleétidos distintos de los nucleétidos A que flanquean dicha secuencia de poli(A) en su
extremo 3'. Una secuencia de poli(A) de extremo abierto en el ARN puede lograrse mediante la introduccion de un sitio
de escision de restriccion de tipo 1IS en un vector de expresion que permite transcribir el ARN bajo el control de un
promotor 5' de la ARN polimerasa y que contiene un casete de poliadenilo, en donde la secuencia de reconocimiento se
ubica en direccion 3' del casete de poliadenilo, mientras que el sitio de escision se ubica en direccion 5' y, por lo tanto,
dentro del casete de poliadenilo. La escision por restriccion en el sitio de escision por restriccion de tipo IS permite que
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un plasmido se linealice dentro del casete de poliadenilo. El plasmido linealizado puede usarse después como molde para
la transcripcion in vitro, el transcrito resultante termina en una secuencia de poli(A) expuesta.

En consecuencia, en una modalidad, se prefiere que la molécula de acido nucleico de la invencién pueda escindirse,
preferentemente enzimaticamente o de otra manera bioquimica, dentro de la secuencia de acido nucleico (d) de tal manera
que dicha escision resulte en una molécula de acido nucleico que comprende, en la direccién de transcripcion 5' — 3', el
promotor (a), las secuencias de acido nucleico (b) y (c), y al menos una parte de la secuencia de acido nucleico (d), en
donde la al menos una parte de la secuencia de acido nucleico (d), cuando se transcribe bajo el control del promotor (a),
codifica para dicha secuencia de acido nucleico que es una secuencia de poliadenilo que comprende opcionalmente
dentro de la secuencia de poliadenilo una secuencia de uno o mas nucleétidos consecutivos que contienen nucleétidos
distintos de los nucleétidos A y en donde en el transcrito el nucledtido terminal 3' es un nucledtido A de dicha secuencia
de acido nucleico que es una secuencia de poliadenilo que comprende opcionalmente dentro de la secuencia de
poliadenilo una secuencia de uno o mas nucledétidos consecutivos que contienen nucleétidos distintos de los nucleétidos
A.

Preferentemente, después de la escision, la molécula de acido nucleico, en el extremo de la cadena que sirve como molde
para la secuencia de acido nucleico que es una secuencia de poliadenilo que comprende opcionalmente dentro de la
secuencia de poliadenilo una secuencia de uno o mas nucleétidos consecutivos que contienen nucleétidos distintos de
los nucledtidos A, tiene un nucleétido T que es parte de la secuencia de acido nucleico que sirve como molde para la
secuencia de acido nucleico que es una secuencia de poliadenilo que opcionalmente comprende dentro de la secuencia
de poliadenilo una secuencia de uno o mas nucledtidos consecutivos que contienen nucleétidos distintos de los
nucledtidos A.

La molécula de acido nucleico de la invencion es, preferentemente, una molécula circular cerrada antes de la escision y
una molécula lineal después de la escision.

Preferentemente, la escision se realiza con la ayuda de un sitio de escision de restriccion que es, preferentemente, un
sitio de escision de restriccion para una endonucleasa de restriccion de tipo IIS.

En una modalidad, la secuencia de reconocimiento para la endonucleasa de restriccion de tipo 1S se ubica en 5-26 pares
de bases, preferentemente 24-26 pares de bases, en direccion 3' del extremo 3' de la secuencia de acido nucleico (d).

En una modalidad, una molécula de acido nucleico de acuerdo con la invencién esta en una conformacion circular cerrada
y, preferentemente, adecuada para la transcripcion del ARN vitro, en particular el ARNm, en particular después de la
linealizacion.

En aspectos adicionales, la invencién se refiere al ARN que se obtiene mediante la transcripcion, preferentemente, la
transcripcion in vitro, como se definié en la reivindicacion 8 adjunta.

Por lo tanto, la invencion en un aspecto se refiere al ARN como se definié en la reivindicacién 9 adjunta.

En una modalidad, el ARN comprende ademas (d) una secuencia de acido nucleico que es una secuencia de poliadenilo
que comprende opcionalmente dentro de la secuencia de poliadenilo una secuencia de uno o mas nucleétidos
consecutivos que contienen nucledtidos distintos de los nucleétidos A. En una modalidad, dicha secuencia de acido
nucleico (d) se ubica en el extremo 3' de dicho ARN.

En una modalidad, las secuencias de acido nucleico (c) y, opcionalmente, (d) son activas para aumentar la eficiencia de
traduccion y/o la estabilidad de la secuencia de acido nucleico que codifica para un péptido o proteina.

En una modalidad, el ARN comprende ademas (e) un casquete 5'.

Las modalidades de la region no traducida en 3' y la secuencia de acido nucleico, que es una secuencia de poliadenilo
que comprende opcionalmente dentro de la secuencia de poliadenilo una secuencia de uno o mas nucleétidos
consecutivos que contienen nucleétidos distintos de los nucleétidos A, son como se describidé anteriormente para las
moléculas de acido nucleico de la invencion.

En un aspecto adicional, la invencion se refiere a un método para obtener ARN como se definié en la reivindicaciéon 12
adjunta.

En un aspecto adicional, la invencion se refiere a un método para obtener un péptido o proteina como se definié en la
reivindicacion 13 adjunta.

En una modalidad, el método para obtener el ARN o el método para obtener un péptido o proteina comprende ademas,
antes de la transcripcion de la molécula de acido nucleico, la escision de la molécula de acido nucleico.
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En un aspecto adicional, la invencion se refiere a un método para obtener ARN como se definié en la reivindicacion 15
adjunta.

En una modalidad, el método comprende ademas el acoplamiento de una secuencia de acido nucleico (c) que, cuando
se transcribe, codifica para una secuencia de acido nucleico que es una secuencia de poliadenilo que opcionalmente
comprende dentro de la secuencia de poliadenilo una secuencia de uno o mas nucleétidos consecutivos que contienen
nucledtidos distintos de nucledtidos A, en el extremo 3' de la secuencia de acido nucleico (b).

En una modalidad, las secuencias de acido nucleico (a), (b), y (c) pueden transcribirse para proporcionar un transcrito
comun en el que las secuencias de acido nucleico transcritas a partir de las secuencias de acido nucleico (b) v,
opcionalmente, (c) son activas para aumentar la eficiencia de la traduccion y/o la estabilidad de la secuencia de acido
nucleico transcrita a partir de la secuencia de acido nucleico transcribible (a).

Las modalidades de la region no traducida en 3' y la secuencia de acido nucleico, que es una secuencia de poliadenilo
que comprende opcionalmente dentro de la secuencia de poliadenilo una secuencia de uno o mas nucleétidos
consecutivos que contienen nucledtidos distintos de los nucleétidos A, son como se describidé anteriormente para las
moléculas de acido nucleico de la invencion.

En un aspecto adicional, la invencion se refiere a un método para obtener un péptido o proteina como se definié en la
reivindicacion 17 adjunta.

En una modalidad de cualquiera de los métodos de la invencioén, la transcripcion se realiza in vitro.

En una modalidad, el método para obtener el ARN o el método para obtener un péptido o proteina comprende ademas,
antes de la transcripcion de la molécula de acido nucleico, la escision de la molécula de acido nucleico.

En una modalidad, la escision esta dentro de la secuencia de acido nucleico que, cuando se transcribe, codifica para una
secuencia de acido nucleico que es una secuencia de poliadenilo que opcionalmente comprende dentro de la secuencia
de poliadenilo una secuencia de uno o mas nucleétidos consecutivos que contienen nucleétidos distintos de los
nucledtidos A, de manera que la transcripcion del acido nucleico que se obtiene de esta manera genera un transcrito que
tiene en su extremo terminal 3' dicha secuencia de acido nucleico que es una secuencia de poliadenilo que opcionalmente
comprende dentro de la secuencia de poliadenilo una secuencia de uno o mas nucleétidos consecutivos que contienen
nucledtidos distintos de nucledétidos A, en donde el nucleétido terminal 3' de dicho transcrito es un nucleétido A de la
secuencia de acido nucleico que es una secuencia de poliadenilo que comprende opcionalmente dentro de la secuencia
de poliadenilo una secuencia de uno o mas nucleétidos consecutivos que contienen nucleétidos distintos de los
nucledtidos A.

En todos los aspectos de los métodos de acuerdo con la invencion, la escision se realiza, preferentemente, con la ayuda
de un sitio de escisiéon de restriccion que es, preferentemente, un sitio de escisién de restriccion para una endonucleasa
de restriccion de tipo 1IS.

En una modalidad, la secuencia de reconocimiento para la endonucleasa de restriccion de tipo 1S es de 5-26 pares de
bases, preferentemente, 24-26 pares de bases, en direccién 3' del extremo 3' de la secuencia de acido nucleico que,
cuando se transcribe, codifica para una secuencia de acido nucleico que es una secuencia de poliadenilo que comprende
opcionalmente dentro de la secuencia de poliadenilo una secuencia de uno o mas nucleétidos consecutivos que contienen
nucledtidos distintos de los nucledtidos A.

La invencion se refiere, ademas, al ARN que se obtiene mediante los métodos de acuerdo con la invencién para obtener
ARN.

La invencion puede utilizarse, por ejemplo, para aumentar la expresion de proteinas recombinantes en la transcripcion y
expresion celular. Mas especificamente, es posible, cuando se producen proteinas recombinantes, usar los vectores de
expresion de la invencién para la transcripcion de acidos nucleicos recombinantes y la expresion de proteinas
recombinantes en sistemas basados en células. Esto incluye, por ejemplo, la preparacion de anticuerpos recombinantes,
hormonas, citocinas, enzimas y similares. Esto permite, entre otros, disminuir los costos de produccion.

Ademas, es posible usar las moléculas de acido nucleico de la invencion para las aplicaciones de terapia génica. En
consecuencia, una molécula de acido nucleico de la invencién puede ser un vector de terapia génica y usarse para la
expresion de un transgén. Para este fin, puede usarse cualquier sistema de vectores basado en acido nucleico (ADN/ARN)
(por ejemplo, plasmidos, adenovirus, vectores de poxvirus, vectores de virus de la influenza, vectores de alfavirus y
similares). Las células pueden transfectarse in vitro con estos vectores, por ejemplo, en linfocitos o células dendriticas, o
de otra manera in vivo mediante la administracion directa.

El ARN de la invencioén (por ejemplo, que se obtiene mediante el uso de una molécula de acido nucleico descrita en la
presente descripcion como un molde de transcripcion) puede usarse, por ejemplo, para la expresion transitoria de genes,
con posibles campos de aplicacion que son vacunas basadas en ARN que se transfectan in vitro en células o se
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administran directamente en vivo, expresion transitoria in vitro de proteinas recombinantes funcionales, por ejemplo, para
iniciar los procesos de diferenciacion en las células o para estudiar las funciones de las proteinas, y la expresion transitoria
in vivo, de proteinas recombinantes funcionales tales como la eritropoyetina, hormonas, inhibidores de la coagulacion,
etcétera, en particular como productos farmacéuticos.

El ARN de la invencion puede usarse en particular para transfectar células presentadoras de antigeno y, por lo tanto,
como una herramienta para suministrar el antigeno que se presentara y para cargar las células presentadoras de antigeno,
con dicho antigeno para ser presentado que corresponde al péptido o proteina expresado a partir de dicho ARN o derivado
del mismo, en particular por medio de procesamiento intracelular tal como escision, es decir, el antigeno a presentarse
es, por ejemplo, un fragmento del péptido o de la proteina que se expresa a partir del ARN. Tales células presentadoras
de antigeno pueden usarse para estimular las células T, en particular las células T CD4" y/o CD8".

En consecuencia, en un aspecto adicional, la invencion se refiere a un ARN de la invencioén para usar en un método para
transfectar una célula huésped. En una modalidad, la célula huésped es una célula presentadora de antigeno, en particular
una célula dendritica, un monocito o un macréfago.

En un aspecto adicional, la invencion se refiere a un ARN de la invencién para usar en la terapia, en particular para usar
en un método de vacunacion.

En un aspecto adicional, la invencién se refiere a una composicién farmacéutica tal como una composiciéon de vacuna que
comprende el ARN de la invencion.

En un aspecto adicional, la invencion se refiere al ARN de la invencién para los usos descritos en la presente descripcion.
Descripcion detallada de la invencion

Aunque la presente invencion se describe en detalle mas abajo, debe entenderse que esta invencion no se limita a las
metodologias, protocolos y reactivos particulares descritos en la presente descripcion, ya que estos pueden variar. Debe
entenderse, también, que la terminologia utilizada en la presente descripcion es para el proposito de describir modalidades
particulares solamente, y no pretende limitar el alcance de la presente invencion la cual se limitara solamente por las
reivindicaciones anexas. A menos que se defina de otra manera, todos los términos técnicos y cientificos que se usan en
la presente descripcion tienen el mismo significado que el que entiende cominmente un experto en la técnica.

A continuacion, se describiran los elementos de la presente invencion. Estos elementos se enumeran con modalidades
especificas, sin embargo, debe entenderse que pueden combinarse de cualquier manera y en cualquier niumero para
crear modalidades adicionales. Los ejemplos descritos de diversas maneras y las modalidades preferidas no deben
interpretarse como que limitan la presente invencién a solamente las modalidades descritas explicitamente. Debe
entenderse que esta descripcion sustenta y abarca modalidades que combinan las modalidades descritas explicitamente
con cualquier cantidad de elementos descritos y/o preferidos. Ademas, cualquiera de las permutaciones y combinaciones
de todos los elementos descritos en esta solicitud deben considerarse descritas por la descripcion de la presente solicitud
a menos que el contexto lo indique de cualquier otra manera. Por ejemplo, si en una modalidad preferida una secuencia
de uno o mas nucleétidos consecutivos que contienen nucleétidos distintos de nucleétidos A esta precedida por al menos
20 residuos A en dicha secuencia de poliadenilo y si en otra modalidad preferida una secuencia de uno o mas nucleétidos
consecutivos que contienen nucledtidos distintos de los nucledtidos A es seguida por al menos 20 residuos A en dicha
secuencia de poliadenilo, es una modalidad preferida contemplada que una secuencia de uno o mas nucledtidos
consecutivos que contienen nucledtidos distintos a los nucleétidos A sea precedida y seguida por al menos 20 residuos A
en dicha secuencia de poliadenilo.

Preferentemente, los términos que se usan en la presente descripcion se definen como se describe en "A multilingual
glossary of biotechnological terms: (IUPAC Recommendations)”, H.G.W. Leuenberger, B. Nagel, y H. Kolbl, Eds.,
Helvetica Chimica Acta, CH-4010 Basel, Suiza, (1995).

La practica de la presente invenciéon empleara, a menos que se indique de otra manera, métodos convencionales de
quimica, bioquimica, biologia celular, inmunologia y técnicas de ADN recombinante que se explican en la literatura del
campo (consultar, por ejemplo, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2da Edicion, J. Sambrook y otros eds., Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor 1989).

A lo largo de esta descripcion y de las reivindicaciones que siguen, a menos que el contexto lo requiera de cualquier otra
manera, la palabra “comprender”, y variaciones tales como “comprende” y “que comprende”, se entenderan que implican
la inclusién de un miembro, entero o etapa o grupo de miembros, enteros o etapas indicadas pero no la exclusiéon de
cualquier otro miembro, entero o etapa o grupo de miembros, enteros o etapas. Los términos "un" y "una" y "el/la" y
referentes similares usados en el contexto para describir la invencidon (especialmente en el contexto de las
reivindicaciones) se deben interpretar para cubrir tanto el singular como el plural, a menos que se indique de cualquier
otra forma en la presente descripcion o claramente se contradiga por el contexto. La enumeracion de los intervalos de
valores en la presente descripcion pretende servir simplemente como un método abreviado para referirse individualmente
a cada valor separado que se encuentra dentro del intervalo. A menos que se indique de otra manera en la presente
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descripcién, cada valor individual se incorpora en la descripcion como si se enumerara individualmente en la presente
descripciéon. Todos los métodos que se describen en la presente descripcidon pueden llevarse a cabo en cualquier orden
adecuado a menos que se indique de otra manera en la presente descripcion o que el contexto lo contradiga claramente
de otra manera. El uso de cualquiera y de todos los ejemplos, o lenguaje ilustrativo (por ejemplo, “tal como”) que se
proporciona en la presente descripcion simplemente tiene el propdsito de ilustrar mejor la invencion y no representa una
limitacién en el alcance de la invencidén que se reivindica de otra manera. El lenguaje en la descripcion no debera
interpretarse como indicacién de cualquier elemento no reivindicado esencial para la practica de la invencion.

Se citan varios documentos a lo largo del texto de esta descripcion. Nada debe interpretarse en la presente descripcion
como una admision de que la invencién no tiene derecho a preceder dicha descripcion en virtud de una invencion anterior.

La presente invencion describe moléculas de acido nucleico tales como plasmidos de ADN utiles como vectores de
expresion de ARN que comprenden secuencias de acido nucleico que codifican regiones no traducidas en 3' (UTR)
modificadas en el ARN que tienen un efecto estabilizador sobre el ARN y/o aumentan la eficiencia de la traduccién del
ARN.

El término "secuencia de acido nucleico que, cuando se transcribe, codifica para una region no traducida en 3' en el
transcrito" se refiere a una secuencia de acido nucleico que contiene una cadena molde que codifica para dicha region no
traducida en 3'. Preferentemente, dicha secuencia de acido nucleico comprende una cadena codificante que comprende
la misma secuencia de acido nucleico que dicha region no traducida en 3' del transcrito de ARN producido (aunque con
timina sustituida por uracilo). Por lo tanto, de acuerdo con la invencion, una "secuencia de acido nucleico que, cuando se
transcribe, codifica para una regién no traducida en 3' en el transcrito”, en una modalidad, comprende una cadena
codificante que comprende una regiéon no traducida en 3' como se especificé en la presente descripcion (aunque con
timina sustituida por uracilo).

El término "FCGRT" se refiere al fragmento Fc de IgG, receptor, transportador, alfa e incluye el gen FCGRT. Este gen
codifica un receptor que se une a la region Fc de la inmunoglobulina G monomérica. La proteina codificada transfiere los
anticuerpos de inmunoglobulina G de la madre al feto a través de la placenta. Esta proteina ademas se une a la
inmunoglobulina G para proteger el anticuerpo de la degradacion.

El término "secuencia de acido nucleico de la region no traducida en 3' de FCGRT, un fragmento de esta, o una variante
de dicha secuencia o fragmento de acido nucleico" se refiere a una secuencia de acido nucleico que comprende,
preferentemente que consiste en una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID
NOs: 1 a 50 del listado de secuencias o un fragmento de esta, o una variante de dicha secuencia o fragmento de acido
nucleico. En una modalidad, el término se refiere a una secuencia de acido nucleico que comprende, preferentemente
que consiste en una secuencia de acido nucleico que es al menos 90 %, preferentemente al menos 95 %, con mayor
preferencia al menos 98 % idéntica a una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las SEQ
ID NOs: 1 a 50. En una modalidad particularmente preferida, el término se refiere a una secuencia de acido nucleico que
comprende, preferentemente, que consiste en la secuencia de acido nucleico de la SEQ ID NO: 27 o que comprende,
preferentemente que consiste en una secuencia de acido nucleico que es al menos 90 %, preferentemente al menos 95
%, con mayor preferencia al menos 98 % idéntica a la secuencia de acido nucleico de la SEQ ID NO: 27.

El término "LSP1" se refiere a la Proteina 1 Especifica de Linfocitos e incluye el gen LSP1. Este gen codifica una proteina
de union a actina F intracelular. La proteina se expresa en linfocitos, neutréfilos, macrofagos y en el endotelio, y puede
regular la motilidad de los neutréfilos, la adhesion a las proteinas de la matriz de fibrindgeno, y la migracion transendotelial.

El término "secuencia de acido nucleico de la regiéon no traducida en 3' de LSP1, un fragmento de esta, o una variante de
dicha secuencia o fragmento de acido nucleico" se refiere a una secuencia de acido nucleico que comprende,
preferentemente que consiste en una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID
NOs: 51 a 72 del listado de secuencias o un fragmento de esta, o una variante de dicha secuencia o fragmento de acido
nucleico. En una modalidad, el término se refiere a una secuencia de acido nucleico que comprende, preferentemente
que consiste en una secuencia de acido nucleico que es al menos 90 %, preferentemente al menos 95 %, con mayor
preferencia al menos 98 % idéntica a una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las SEQ
ID NOs: 51 a 72. En una modalidad particularmente preferida, el término se refiere a una secuencia de acido nucleico que
comprende, preferentemente, que consiste en la secuencia de acido nucleico de la SEQ ID NO: 52 o que comprende,
preferentemente que consiste en una secuencia de acido nucleico que es al menos 90 %, preferentemente al menos 95
%, con mayor preferencia al menos 98 % idéntica a la secuencia de acido nucleico de la SEQ ID NO: 52.

El término "CCL22" se refiere al Ligando de Quimiocina 22 (motivo C-C) e incluye el gen CCL22. El producto de este gen
se une al receptor de quimiocinas CCR4. Las quimiocinas pueden desempefiar un papel en el trafico de los linfocitos T
activados a los sitios inflamatorios y otros aspectos de la fisiologia de los linfocitos T activados.

El término "secuencia de acido nucleico de la regidon no traducida en 3' de CCL22, un fragmento de esta, o una variante
de dicha secuencia o fragmento de acido nucleico" se refiere a una secuencia de acido nucleico que comprende,
preferentemente que consiste en una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID
NOs: 73 a 85 del listado de secuencias o un fragmento de esta, o una variante de dicha secuencia o fragmento de acido
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nucleico. En una modalidad, el término se refiere a una secuencia de acido nucleico que comprende, preferentemente
que consiste en una secuencia de acido nucleico que es al menos 90 %, preferentemente al menos 95 %, con mayor
preferencia al menos 98 % idéntica a una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las SEQ
ID NOs: 73 a 85. En una modalidad particularmente preferida, el término se refiere a una secuencia de acido nucleico que
comprende, preferentemente, que consiste en la secuencia de acido nucleico de la SEQ ID NO: 79 o que comprende,
preferentemente que consiste en una secuencia de acido nucleico que es al menos 90 %, preferentemente al menos 95
%, con mayor preferencia al menos 98 % idéntica a la secuencia de acido nucleico de la SEQ ID NO: 79.

El término "AES" se refiere al Potenciador de la Separacion del Amino Terminal e incluye el gen AES. La proteina
codificada por este gen pertenece a la familia de proteinas groucho/TLE, puede funcionar como un homooligémero o
como un heterooligémero con otros miembros de la familia para reprimir de manera dominante la expresion de otros genes
miembros de la familia.

El término "secuencia de acido nucleico de la regién no traducida en 3' de AES, un fragmento de esta, o una variante de
dicha secuencia o fragmento de acido nucleico" se refiere a una secuencia de acido nucleico que comprende,
preferentemente que consiste en una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID
NOs: 86 a 89 del listado de secuencias o un fragmento de esta, o una variante de dicha secuencia o fragmento de acido
nucleico. En una modalidad, el término se refiere a una secuencia de acido nucleico que comprende, preferentemente
que consiste en una secuencia de acido nucleico que es al menos 90 %, preferentemente al menos 95 %, con mayor
preferencia al menos 98 % idéntica a una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las SEQ
ID NOs: 86 a 89. En una modalidad particularmente preferida, el término se refiere a una secuencia de acido nucleico que
comprende, preferentemente, que consiste en la secuencia de acido nucleico de la SEQ ID NO: 86 o que comprende,
preferentemente que consiste en una secuencia de acido nucleico que es al menos 90 %, preferentemente al menos 95
%, con mayor preferencia al menos 98 % idéntica a la secuencia de acido nucleico de la SEQ ID NO: 86. En una modalidad
particularmente preferida, el término se refiere a una secuencia de acido nucleico que comprende, preferentemente que
consiste en la secuencia de acido nucleico de las posiciones 1 a 68, posiciones 1 a 102, posiciones 35 a 102, posiciones
35 a 136, o posiciones 68 a 136 de la SEQ ID NO: 86 o que comprende, preferentemente que consiste en una secuencia
de acido nucleico que es al menos 90 %, preferentemente al menos 95 %, con mayor preferencia al menos 98 % idéntica
a la secuencia de acido nucleico de las posiciones 1 a 68, posiciones 1 a 102, posiciones 35 a 102, posiciones 35 a 136,
o posiciones 68 a 136 de la SEQ ID NO: 86.

El término "PLD3" se refiere al Miembro 3 de la Familia de Fosfolipasa D e incluye el gen PLD3. Este gen codifica un
miembro de la familia de enzimas fosfolipasa D (PLD) que catalizan la hidrolisis de los fosfolipidos de membrana. La
proteina codificada es una proteina de membrana de tipo Il de un solo paso y contiene dos dominios de fosfodiesterasa
PLD. Esta proteina influye en el procesamiento de la proteina precursora beta amiloide. Las mutaciones en este gen se
asocian con el riesgo de enfermedad de Alzheimer.

El término "secuencia de acido nucleico de la regidn no traducida en 3' de PLD3, un fragmento de esta, o una variante de
dicha secuencia o fragmento de acido nucleico" se refiere a una secuencia de acido nucleico que comprende,
preferentemente que consiste en una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID
NOs: 90 a 104 del listado de secuencias o un fragmento de esta, o una variante de dicha secuencia o fragmento de acido
nucleico. En una modalidad, el término se refiere a una secuencia de acido nucleico que comprende, preferentemente
que consiste en una secuencia de acido nucleico que es al menos 90 %, preferentemente al menos 95 %, con mayor
preferencia al menos 98 % idéntica a una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las SEQ
ID NOs: 90 a 104. En una modalidad particularmente preferida, el término se refiere a una secuencia de acido nucleico
que comprende, preferentemente, que consiste en la secuencia de acido nucleico de la SEQ ID NO: 96 o que comprende,
preferentemente que consiste en una secuencia de acido nucleico que es al menos 90 %, preferentemente al menos 95
%, con mayor preferencia al menos 98 % idéntica a la secuencia de acido nucleico de la SEQ ID NO: 96.

El término "MT_RNR1" se refiere al ARN 12S codificado mitocondrialmente e incluye el gen MT_RNR1. Este gen de ARN
pertenece a la clase Mt_rRNA. Las enfermedades asociadas con MT-RNR1 incluyen cardiomiopatia restrictiva y
neuropatia auditiva. Entre sus vias relacionadas se encuentran la biogénesis de los ribosomas en eucariotas y la fidelidad
de la traduccién de CFTR (mutaciones de clase ).

El término "secuencia de acido nucleico de la region no traducida en 3' de MT_RNRH1, un fragmento de esta, o una variante
de dicha secuencia o fragmento de acido nucleico" se refiere a una secuencia de acido nucleico que comprende,
preferentemente que consiste en una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID
NOs: 105 a 121 del listado de secuencias o un fragmento de esta, o una variante de dicha secuencia o fragmento de acido
nucleico. En una modalidad, el término se refiere a una secuencia de acido nucleico que comprende, preferentemente
que consiste en una secuencia de acido nucleico que es al menos 90 %, preferentemente al menos 95 %, con mayor
preferencia al menos 98 % idéntica a una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las SEQ
ID NOs: 105 a 121. En una modalidad particularmente preferida, el término se refiere a una secuencia de acido nucleico
que comprende, preferentemente, que consiste en la secuencia de acido nucleico de la SEQ ID NO: 115 o que comprende,
preferentemente que consiste en una secuencia de acido nucleico que es al menos 90 %, preferentemente al menos 95
%, con mayor preferencia al menos 98 % idéntica a la secuencia de acido nucleico de la SEQ ID NO: 115. En una
modalidad particularmente preferida, el término se refiere a una secuencia de acido nucleico que comprende,
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preferentemente que consiste en la secuencia de acido nucleico de las posiciones 1 a 71, posiciones 1 a 107, posiciones
37 a 107, posiciones 37 a 142, o posiciones 71 a 142 de la SEQ ID NO: 115 o que comprende, preferentemente que
consiste en una secuencia de acido nucleico que es al menos 90 %, preferentemente al menos 95 %, con mayor
preferencia al menos 98 % idéntica a la secuencia de acido nucleico de las posiciones 1 a 71, posiciones 1 a 107,
posiciones 37 a 107, posiciones 37 a 142, o posiciones 71 a 142 de la SEQ ID NO: 115.

El término "HLA-DRB4" se refiere al complejo principal de histocompatibilidad, clase I, DR Beta 4 e incluye el gen HLA-
DRB4. HLA-DRB4 pertenece a los paralogos de la cadena beta de HLA clase Il. Esta molécula de clase Il es un
heterodimero que consiste en una cadena alfa (DRA) y una cadena beta (DRB), ambas ancladas en la membrana.
Desempeia un papel central en el sistema inmunitario mediante la presentacion de los péptidos derivados de las proteinas
extracelulares. Las moléculas de clase |l se expresan en células presentadoras de antigeno (APC: linfocitos B, células
dendriticas, macréfagos).

El término "secuencia de acido nucleico de la region no traducida en 3' de HLA-DRB4, un fragmento de esta, o una variante
de dicha secuencia o fragmento de acido nucleico" se refiere a una secuencia de acido nucleico que comprende,
preferentemente que consiste en una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID
NOs: 122 a 143 del listado de secuencias o un fragmento de esta, o una variante de dicha secuencia o fragmento de acido
nucleico. En una modalidad, el término se refiere a una secuencia de acido nucleico que comprende, preferentemente
que consiste en una secuencia de acido nucleico que es al menos 90 %, preferentemente al menos 95 %, con mayor
preferencia al menos 98 % idéntica a una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las SEQ
ID NOs: 122 a 143. En una modalidad particularmente preferida, el término se refiere a una secuencia de acido nucleico
que comprende, preferentemente, que consiste en la secuencia de acido nucleico de la SEQ ID NO: 126 o que comprende,
preferentemente que consiste en una secuencia de acido nucleico que es al menos 90 %, preferentemente al menos 95
%, con mayor preferencia al menos 98 % idéntica a la secuencia de acido nucleico de la SEQ ID NO: 126.

El término "cualquier combinacion de dos o mas de las secuencias, fragmentos y/o variantes de acido nucleico" con
respecto a las secuencias de acido nucleico de las regiones no traducidas en 3' de determinados genes, fragmentos de
estos, o variantes de dichas secuencias o fragmentos de acido nucleico significa que 2 o mas, 3 o mas, 0 4 o mas y
preferentemente hasta 6 o hasta 5 de dichas secuencias, fragmentos y/o variantes de acido nucleico estan alineados
cabeza a cola, opcionalmente separados por enlazadores. En una modalidad, la combinacién de dos o mas secuencias,
fragmentos y/o variantes de acido nucleico comprende dos o0 mas secuencias, fragmentos y/o variantes de acido nucleico
diferentes y/o dos o mas idénticas. En una modalidad, la combinacién de dos o mas secuencias, fragmentos y/o variantes
de acido nucleico comprende dos o mas secuencias, fragmentos y/o variantes de acido nucleico diferentes de la region
no traducida en 3' de los mismos y/o diferentes genes.

En una modalidad, el término se refiere a una secuencia de acido nucleico que comprende, preferentemente que consiste
en una secuencia de acido nucleico que es al menos 90 %, preferentemente al menos 95 %, con mayor preferencia al
menos 98 % idéntica a una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOs: 144 a
220, preferentemente las SEQ ID NOs: 174 y 208 a 220. En una modalidad, el término se refiere a una secuencia de acido
nucleico que comprende, preferentemente que consiste en una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que
consiste en las SEQ ID NOs: 144 a 220, preferentemente las SEQ ID NOs: 174 y 208 a 220 o un fragmento de esta, o
una variante de dicha secuencia de acido nucleico o fragmento. En una modalidad particularmente preferida, el término
se refiere a una secuencia de acido nucleico que comprende, preferentemente, que consiste en la secuencia de acido
nucleico de la SEQ ID NO: 174 o que comprende, preferentemente que consiste en una secuencia de acido nucleico que
es al menos 90 %, preferentemente al menos 95 %, con mayor preferencia al menos 98 % idéntica a la secuencia de
acido nucleico de la SEQ ID NO: 174.

El término "enlazador" de acuerdo con la invencién se refiere a una secuencia de acido nucleico afiadida entre dos
secuencias de acido nucleico para conectar dichas dos secuencias de acido nucleico. No existe una limitacién particular
con respecto a la secuencia del enlazador.

De acuerdo con la invencién, una molécula de acido nucleico o una secuencia de acido nucleico se refiere a un acido
nucleico que es, preferentemente, acido desoxirribonucleico (ADN) o acido ribonucleico (ARN). De acuerdo con la
invencion, los acidos nucleicos comprenden ADN genémico, ADNc, ARNm, moléculas producidas recombinantemente y
sintetizadas quimicamente. De acuerdo con la invencién, un acido nucleico puede estar en la forma de una molécula
monocatenaria o bicatenaria, y lineal o circular cerrada covalentemente.

En el contexto de la presente invencion, el término "ARN" se refiere a una molécula que comprende residuos de
ribonucledtidos y preferentemente esta compuesta totalmente o esencialmente de residuos de ribonucledtidos. El término
"ribonucledtido” se refiere a un nucleétido con un grupo hidroxilo en la posicién 2' de un grupo 3-D-ribofuranosa. El término
"ARN" comprende ARN bicatenario, ARN monocatenario, ARN aislado tal como ARN purificado parcialmente o
completamente, ARN esencialmente puro, ARN sintético, y ARN producido de manera recombinante tal como ARN
modificado que difiere del ARN de origen natural por la adicion, delecién, sustitucion y/o alteracién de uno o mas
nucledtidos. Dichas alteraciones pueden incluir la adicion de material no nucleotidico, tal como al(los) extremo(s) de un
ARN o internamente, por ejemplo, a uno o mas nucleétidos del ARN. Los nucleétidos en las moléculas de ARN pueden
comprender también nucledtidos no estandar, tales como nucleétidos que no son de origen natural o nucleétidos o

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2753201 T3

desoxinucledtidos sintetizados quimicamente. Estos ARN alterados pueden referirse como analogos, o particularmente
analogos de los ARN de origen natural. De acuerdo con la invencion, el ARN incluye ARNm.

El término "ARNm" significa "ARN mensajero" y se refiere a un transcrito que se genera mediante el uso de un molde de
ADN vy codifica para un péptido o proteina. Tipicamente, el ARNm comprende una 5-UTR, una region codificante de
proteinas, una UTR-3'y una secuencia de poli(A). EIl ARNm puede generarse mediante la transcripcion in vitro a partir de
un molde de ADN. La metodologia de la transcripcion in vitro se conoce por el experto. Por ejemplo, existe una variedad
de kits de transcripcion in vitro disponibles comercialmente. De acuerdo con la invencion, el ARNm puede modificarse
mediante modificaciones de estabilizacion y proteccion adicionales, ademas de las modificaciones de acuerdo con la
invencion.

En una modalidad de la presente invencion, el ARN es ARN autorreplicante, tal como ARN monocatenario autorreplicante.
En una modalidad, el ARN autorreplicante es ARN monocatenario de sentido positivo. En una modalidad, el ARN
autorreplicante es ARN viral o ARN derivado de ARN viral. En una modalidad, el ARN autorreplicante es un ARN genémico
alfaviral o se deriva de un ARN genémico alfaviral. En una modalidad, el ARN autorreplicante es un vector de expresion
génica viral. En una modalidad, el virus es el virus del bosque Semliki. En una modalidad, el ARN autorreplicante contiene
uno o mas transgenes. En una modalidad, si el ARN es ARN viral o derivado de ARN viral, los transgenes pueden
reemplazar parcialmente o completamente las secuencias virales tal como las secuencias virales que codifican proteinas
estructurales. En una modalidad, el ARN autorreplicante es el ARN transcrito in vitro.

El término "casquete 5™ se refiere a una estructura de casquete que se encuentra en el extremo 5' de una molécula de
ARNm y consiste, generalmente, en un nucledtido de guanosina que se conecta al ARNm a través de un enlace trifosfato
inusual 5' a 5'. En una modalidad, esta guanosina se metila en la posicion 7. El término "casquete 5' convencional" se
refiere a un ARN de origen natural con casquete en 5', preferentemente, a la metilguanosina con casquete en 7 (m’G).
En el contexto de la presente invencion, el término "casquete 5™ incluye un analogo del casquete en 5' que se asemeja a
la estructura del casquete de ARN y se modifica para que posea la capacidad de estabilizar el ARN si se une a este,
preferentemente, in vivo y/o en una célula. Proporcionar un ARN con un casquete 5' o analogo del casquete 5' puede
lograrse mediante la transcripcion in vitro de un molde de ADN en presencia de dicho casquete 5' o analogo del casquete
5', en donde dicho casquete 5' se incorpora cotranscripcionalmente en la cadena de ARN generada, o el ARN puede
generarse, por ejemplo, mediante la transcripcion in vitro, y el casquete 5' puede generarse postranscripcionalmente
mediante el uso de enzimas que afaden el casquete, por ejemplo, las enzimas del virus vaccinia que anaden el casquete.

El término "acido nucleico" de acuerdo con la invencién comprende, ademas, una derivatizacién quimica de un acido
nucleico en una base de nucleétidos, en el azicar o en el fosfato, y acidos nucleicos que contienen nucleétidos no
naturales y analogos de nucleétidos.

Los términos "fragmento" o "fragmento de una secuencia de acido nucleico" se refieren a una parte de una secuencia de
acido nucleico, es decir, una secuencia que representa la secuencia de acido nucleico acortada en los extremos 5' y/o 3.
Preferentemente, un fragmento cuando reemplaza dicha secuencia de acido nucleico en una molécula de ARN retiene la
estabilidad del ARN y/o la eficiencia de la traduccién. Preferentemente, un fragmento de una secuencia de acido nucleico
comprende al menos 80 %, preferentemente al menos 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, o0 99 % de los residuos de
nucleodtidos de dicha secuencia de acido nucleico.

El término "variante" con respecto a, por ejemplo, secuencias de acido nucleico o aminoacidos, de acuerdo con la
invencion, incluye cualquiera de las variantes, en particular, mutantes, variantes de empalme, conformaciones, isoformas,
variantes alélicas, variantes de especies y homologos de especies, en particular aquellos que son de origen natural. Una
variante alélica se refiere a una alteraciéon en la secuencia normal de un gen, cuya relevancia frecuentemente no esta
clara. La secuenciacion génica completa a menudo identifica numerosas variantes alélicas para un gen determinado. Un
homodlogo de especie es una secuencia de acido nucleico o aminoacido con una especie de origen diferente de una
secuencia determinada de un acido nucleico o aminoacido.

De acuerdo con la invencion, las variantes de acido nucleico incluyen deleciones, adiciones, mutaciones y/o inserciones
de nucledtidos, unicas o multiples en comparacion con el acido nucleico de referencia. Las deleciones incluyen la
eliminacién de uno o mas nucleétidos del acido nucleico de referencia. Las variantes de adicién comprenden fusiones
terminales 5' y/o 3' de uno o mas nucledtidos, tales como 1, 2, 3, 5, 10, 20, 30, 50, o0 mas nucledtidos. Las mutaciones
pueden incluir, pero no se limitan a sustituciones, en donde se elimina al menos un nucleétido en la secuencia y se inserta
otro nucledtido en su lugar (tal como transversiones y transiciones), sitios abasicos, sitios de uniones cruzadas, y bases
alteradas o modificadas quimicamente. Las inserciones incluyen la adicion de al menos un nucleétido en el acido nucleico
de referencia.

Con respecto a las moléculas de acido nucleico, el término "variante" incluye secuencias de acidos nucleicos
degenerados, en donde un acido nucleico degenerado de acuerdo con la invencion es un acido nucleico que difiere de un
acido nucleico de referencia en la secuencia de codones debido a la degeneracion del cédigo genético.

Preferentemente, el grado de identidad entre una secuencia de acido nucleico dada y una secuencia de acido nucleico
que es una variante de dicha secuencia de acido nucleico dada sera al menos 70 %, preferentemente al menos 75 %,
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preferentemente al menos 80 %, con mayor preferencia al menos 85 %, incluso con mayor preferencia al menos 90 % o
con la maxima preferencia al menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 %. El grado de identidad es dado, preferentemente,
para una region de al menos aproximadamente 30, al menos aproximadamente 50, al menos aproximadamente 70, al
menos aproximadamente 90, al menos aproximadamente 100, al menos aproximadamente 150, al menos
aproximadamente 200, al menos aproximadamente 250, al menos aproximadamente 300, o al menos aproximadamente
400 nucleostidos. En modalidades preferidas, el grado de identidad esta dado por la longitud completa de la secuencia del
acido nucleico de referencia.

"Similitud de secuencia" indica el porcentaje de aminoacidos que son idénticos o que representan sustituciones
conservadoras de aminoacidos. "ldentidad de secuencia" entre dos polipéptidos o secuencias de acido nucleico indica el
porcentaje de aminoacidos o nucleétidos que son idénticos entre las secuencias.

El término "% idéntico" pretende referirse, en particular, a un porcentaje de nucleétidos que son idénticos en un
alineamiento 6ptimo entre dos secuencias a comparar, dicho porcentaje es puramente estadistico, y las diferencias entre
las dos secuencias pueden distribuirse aleatoriamente en toda la longitud de la secuencia y la secuencia a compararse
puede comprender adiciones o deleciones en comparacién con la secuencia de referencia, para obtener un alineamiento
optimo entre dos secuencias. Las comparaciones de dos secuencias generalmente se realizan mediante la comparacion
de dichas secuencias, después de un alineamiento 6ptimo, con respecto a un segmento o "ventana de comparacion”,
para identificar regiones locales de secuencias correspondientes. El alineamiento éptimo de las secuencias para una
comparacion puede realizarse manualmente o con la ayuda del algoritmo de homologia local de Smith y Waterman, 1981,
Ads App. Math. 2, 482, con la ayuda del algoritmo de homologia local de Neddleman y Wunsch, 1970, J. Mol. Biol. 48,
443, y con la ayuda del algoritmo de busqueda de similitud de Pearson y Lipman, 1988, Proc. Natl Acad. Sci. USA 85,
2444 | o con la ayuda de programas informaticos que usan dichos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA, BLAST P, BLAST
N y TFASTA en el paquete de programas informaticos de Wisconsin Genetics, Genetics Computer Group, 575 Science
Drive, Madison, Wis.).

El porcentaje de identidad se obtiene mediante la determinacion del niumero de posiciones idénticas en las que se
corresponden las secuencias que se comparan, se divide este nimero entre el nimero de posiciones comparadas, y se
multiplica este resultado por 100.

Por ejemplo, puede usarse el programa BLAST "BLAST 2 sequences" que esta disponible en el sitio web
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seqg/wblast2.cgi.

Un acido nucleico es "capaz de hibridarse" o "se hibrida" con otro acido nucleico si las dos secuencias son
complementarias entre si. Un acido nucleico es "complementario" a otro acido nucleico si las dos secuencias son capaces
de formar un duplex estable entre si. De acuerdo con la invencion, la hibridacidon se realiza, preferentemente, en
condiciones que permiten la hibridacién especifica entre polinucleétidos (condiciones rigurosas). Las condiciones
rigurosas se describen, por ejemplo, en Molecular Cloning: A Laboratory Manual, J. Sambrook y otros, Editores, 2da
Edicion, Cold Spring Harbor Laboratory press, Cold Spring Harbor, Nueva York, 1989 o Current Protocols in Molecular
Biology, F.M. Ausubel y otros, Editores, John Wiley & Sons, Inc., Nueva York y se refieren, por ejemplo, a una hibridacion
a 65 °C en un tampédn de hibridacion (3,5 x SSC, Ficoll al 0,02 %, polivinilpirrolidona al 0,02 %, albumina de suero bovino
al 0,02 %, NaH2PO4 2,5 mM (pH 7), SDS al 0,5 %, EDTA 2 mM). SSC es cloruro de sodio 0,15 M/citrato de sodio 0,15
M, pH 7. Después de la hibridacion, se lava la membrana a la que se ha transferido el ADN, por ejemplo, en 2 x SSC a
temperatura ambiente y después en 0,1-0,5 x SSC/0,1 x SDS a temperaturas de hasta 68 °C.

Un porcentaje de complementariedad indica el porcentaje de residuos contiguos en una molécula de acido nucleico que
pueden formar enlaces de hidrogeno (por ejemplo, apareamiento de bases de Watson-Crick) con una segunda secuencia
de acido nucleico (por ejemplo, 5, 6, 7, 8, 9, 10 de 10 que son 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % y 100 % complementarias).
"Perfectamente complementario” o "completamente complementario” significa que todos los residuos contiguos de una
secuencia de acido nucleico se uniran por enlaces de hidrégeno con la misma cantidad de residuos contiguos en una
segunda secuencia de acido nucleico. Preferentemente, el grado de complementariedad de acuerdo con la invencion es
al menos 70 %, preferentemente, al menos 75 %, preferentemente, al menos 80 %, con mayor preferencia, al menos 85
%, aun con mayor preferencia, al menos 90 % o con la maxima preferencia, al menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 %.
Con la maxima preferencia, el grado de complementariedad de acuerdo con la invencion es 100 %.

El término "derivado" comprende la formacién de un derivado quimico de un acido nucleico en una base nucleétida, en el
azucar o en el fosfato. El término "derivado" comprende, ademas, acidos nucleicos que contienen nucleétidos y analogos
de nucledtidos que no son de origen natural. Preferentemente, la formacion de un derivado de un acido nucleico aumenta
su estabilidad.

Los fragmentos o variantes de secuencias de acido nucleico especificas o secuencias de acido nucleico que tienen un
grado particular de identidad con secuencias de acido nucleico especificas tienen, preferentemente, al menos una
propiedad funcional de dichas secuencias especificas y, preferentemente, son funcionalmente equivalentes a dichas
secuencias especificas, por ejemplo, secuencias de acido nucleico que presentan propiedades idénticas o similares a las
de las secuencias de acido nucleico especificas.
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Una propiedad importante es retener o mejorar la estabilidad de una molécula de ARN y/o la €ficiencia de la traduccion e
incluye en particular la capacidad de aumentar, en un enlace funcional a un acido nucleico que puede transcribirse en
ARN (secuencia de acido nucleico transcribible) o una secuencia de acido nucleico codificante para un péptido o proteina,
la estabilidad y/o la eficiencia de la traduccion del ARN producido a partir de este acido nucleico o de la secuencia de
acido nucleico codificante para un péptido o proteina en la molécula completa de ARN.

En una modalidad, si una secuencia especifica de acido nucleico es activa a fines de aumentar la eficiencia de la
traduccioén y/o la estabilidad de otra secuencia de acido nucleico, un fragmento o variante de la secuencia de acido
nucleico especifica o una secuencia de acido nucleico que tiene un grado particular de identidad con la secuencia de
acido nucleico especifica, ademas, es activa a fines de aumentar la eficiencia de la traduccion y/o la estabilidad de la otra
secuencia de acido nucleico (cuando esta sustituye la secuencia de acido nucleico especifica). Un fragmento o variante
de la secuencia de acido nucleico especifica o0 una secuencia de acido nucleico que tiene un grado particular de identidad
con la secuencia de acido nucleico especifica puede ser tan activa o mas activa que la secuencia de acido nucleico
especifica o la actividad de un fragmento o variante de la secuencia de acido nucleico especifica o de una secuencia de
acido nucleico que tiene un grado particular de identidad con la secuencia de acido nucleico especifica puede ser al menos
50 %, al menos 60 %, al menos 70 %, al menos 80 % o al menos 90 % de la actividad de la secuencia de acido nucleico
especifica.

De acuerdo con la invencién, "enlace funcional" o "unido funcionalmente" se refiere a una conexion dentro de una relacion
funcional. Un acido nucleico esta "unido funcionalmente" si este se relaciona funcionalmente con otra secuencia de acido
nucleico. Por ejemplo, un promotor esta unido funcionalmente a una secuencia codificante si influye en la transcripcion
de dicha secuencia codificante. Los acidos nucleicos unidos funcionalmente son tipicamente adyacentes entre si, cuando
es apropiado, separados por secuencias de acido nucleico adicionales, y, en modalidades particulares, se transcriben
mediante la ARN polimerasa para proporcionar una molécula de ARN Unica (transcrito comun). Preferentemente, una
secuencia que es una variante con respecto a una secuencia especifica, cuando sustituye la secuencia especifica en una
molécula de ARN retiene la estabilidad del ARN y/o la eficiencia de la traduccién.

De acuerdo con la invencién, una "secuencia de acido nucleico que se deriva de una secuencia de acido nucleico" se
refiere a un acido nucleico que es una variante del acido nucleico del que se deriva.

El término "extremo 3' de un acido nucleico" se refiere de acuerdo con la invencién a ese extremo que tiene un grupo
hidroxilo libre. En una representacion esquematica de acidos nucleicos bicatenarios, en particular ADN, el extremo 3'
siempre esta en el lado derecho. El término "extremo 5' de un acido nucleico" se refiere de acuerdo con la invencién a
ese extremo que tiene un grupo fosfato libre. En una representacion esquematica de acidos nucleicos de doble cadena,
en particular ADN, el extremo 5' siempre esta en el lado izquierdo.

extremo 5' 5'--P-NNNNNNN-OH-3' extremo 3'
3'-HO-NNNNNNN-P--5'

En modalidades particulares, un acido nucleico esta unido funcionalmente de acuerdo con la invencién a secuencias de
control de la expresion que pueden ser homologas o heterdlogas con respecto al acido nucleico.

Una secuencia de acido nucleico transcribible, en particular una secuencia de acido nucleico codificante para un péptido
o proteina, y una secuencia de control de la expresion estan unidas "funcionalmente" entre si, si estan unidas
covalentemente entre si de tal manera que la transcripcion o expresion de la secuencia de acido nucleico transcribible y
en particular codificante esta bajo el control o bajo la influencia de la secuencia de control de la expresion. Si la secuencia
de acido nucleico debe traducirse en un péptido o proteina funcional, la induccién de una secuencia de control de la
expresion unida funcionalmente a la secuencia codificante resulta en la transcripcién de dicha secuencia codificante, sin
causar un corrimiento del marco en la secuencia codificante o la secuencia codificante es incapaz de traducirse en el
péptido o proteina deseada.

El término "secuencia de control de la expresion" comprende, de acuerdo con la invencion, promotores, secuencias de
union a ribosomas y otros elementos de control que controlan la transcripcion de un gen o la traduccion del ARN derivado.
En modalidades particulares de la invencion, pueden regularse las secuencias de control de la expresion. La estructura
exacta de las secuencias de control de la expresién puede variar en dependencia de la especie o tipo de célula, pero
generalmente incluye las secuencias no transcritas en 5'y las secuencias no traducidas en 5'y 3' involucradas en el inicio
de la transcripcion y la traduccion, respectivamente, tales como caja TATA, secuencia de casquete, secuencia CAAT y
similares. Mas especificamente, las secuencias de control de la expresién no transcritas en 5' incluyen una region
promotora que incluye una secuencia promotora para el control de la transcripcion del gen unido funcionalmente. Las
secuencias de control de la expresiéon pueden incluir, ademas, las secuencias potenciadoras o secuencias activadoras en
direccion 5'.

Las secuencias de acido nucleico especificadas en la presente descripcion, en particular las secuencias de acido nucleico

transcribibles y codificantes, pueden combinarse con cualquier secuencia de control de la expresion, en particular
promotores, que pueden ser homologos o heterélogos a dichas secuencias de acido nucleico, con el término "homadlogo"
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que se refiere al hecho de que una secuencia de acido nucleico ademas esta unida funcionalmente de manera natural a
la secuencia de control de la expresion, y el término "heterdlogo” se refiere al hecho de que una secuencia de acido
nucleico no esta unida funcionalmente de manera natural a la secuencia de control de la expresion.

El término "promotor" o "regidon promotora" se refiere a una secuencia de ADN en direccion 5' (5') de la secuencia
codificante de un gen, que controla la expresion de dicha secuencia codificante porque proporciona un sitio de
reconocimiento y de unién para la ARN polimerasa. La "region promotora" puede incluir sitios de reconocimiento o de
union adicionales para otros factores involucrados en la regulacion de la transcripcion de dicho gen. Un promotor puede
controlar la transcripcion de un gen procariético o eucariético. Un promotor puede ser "inducible" e iniciar la transcripcion
en respuesta a un inductor, o puede ser "constitutivo" si la transcripcion no esta controlada por un agente inductor. Un
promotor inducible se expresa solo en un grado muy pequefio o nada en absoluto, si un inductor esta ausente. En
presencia del inductor, el gen se activa o aumenta el nivel de la transcripcion. Esto esta mediado, en general, por la unién
de un factor de transcripcion especifico.

Los ejemplos de promotores preferidos de acuerdo con la invencion son los promotores para la polimerasa SP6, T3 o T7.

De acuerdo con la invencion, el término "expresion" se usa en su significado mas general y comprende la produccion de
ARN o de ARN y proteina. Comprende también la expresion parcial de acidos nucleicos. Ademas, la expresion puede ser
transitoria o estable. Con respecto al ARN, el término "expresion" o "traduccion” se refiere al proceso en los ribosomas de
una célula mediante el cual una cadena de ARN mensajero dirige el ensamblaje de una secuencia de aminoacidos para
producir un péptido o proteina.

El término "secuencias de acido nucleico que pueden transcribirse para proporcionar un transcrito comun" significa que
dichas secuencias de acido nucleico estan unidas funcionalmente entre si de tal manera que, cuando sea apropiado
después de la linealizacion, tal como por la escisidn, mediante enzima de restriccion, de la molécula de acido nucleico
que comprende dichas secuencias de acido nucleico, en particular de una molécula de acido nucleico circular cerrada, la
transcripcion bajo el control de un promotor resulta en una molécula de ARN que comprende los transcritos de dichas
secuencias de acido nucleico unidos covalentemente entre si, cuando sea apropiado, separados por secuencias ubicadas
de por medio.

En el contexto de la presente invencion, el término "transcripcion” se refiere a un proceso, en donde el cédigo genético en
una secuencia de ADN se transcribe a ARN. Posteriormente, el ARN puede traducirse en proteina. De acuerdo con la
presente invencion, el término "transcripcion" comprende la "transcripcion in vitro", en donde el término "transcripcion in
vitro" se refiere a un proceso en donde el ARN, en particular el ARNm, se sintetiza in vitro en un sistema libre de células.
Preferentemente, los vectores de clonacion se aplican para la generacion de transcritos. Estos vectores de clonacion se
designan generalmente como vectores de transcripcion y se abarcan de acuerdo con la presente invencion por el término
"vector". De acuerdo con la presente invencion, el ARN preferentemente es ARN transcrito in vitro (ARN-IVT) y puede
obtenerse mediante la transcripcién in vitro de un molde de ADN apropiado. El promotor para controlar la transcripcion
puede ser cualquier promotor para cualquier ARN polimerasa. Un molde de ADN para la transcripcion in vitro puede
obtenerse mediante la clonacién de un acido nucleico, en particular ADNc, y su introduccion en un vector apropiado para
la transcripcion in vitro. EI ADNc puede obtenerse mediante transcripcién inversa del ARN.

El término "secuencia de acido nucleico transcrita a partir de una secuencia de acido nucleico" se refiere al ARN, cuando
sea apropiado como parte de una molécula completa de ARN, que es un producto de la transcripcién de la ultima
secuencia de acido nucleico.

El término "secuencia de acido nucleico que es activa para aumentar la eficiencia y/o estabilidad de la traduccién de una
secuencia de acido nucleico" significa que la primera secuencia de acido nucleico es capaz de modificar, en un transcrito
comun con la segunda secuencia de acido nucleico, la eficiencia de la traduccién y/o la estabilidad de dicha segunda
secuencia de acido nucleico de tal manera que dicha eficiencia de la traduccion y/o estabilidad se aumenta en
comparacion con la eficiencia de la traduccion y/o estabilidad de dicha segunda secuencia de acido nucleico sin dicha
primera secuencia de acido nucleico. En este contexto, el término "eficiencia de la traduccién" se refiere a la cantidad de
producto de traduccion proporcionado por una molécula de ARN dentro de un periodo de tiempo particular y el término
"estabilidad" se refiere a la vida media de una molécula de ARN.

La modificacion, y de esta manera la estabilizacion y/o el aumento en la eficiencia de la traduccion, del ARN puede lograrse
de acuerdo con la invencion mediante la modificacion genética de la expresion de las moléculas de acido nucleico de la
invencion cuando se usan como vectores de expresion de tal manera que permiten la transcripcion del ARN con regiones
no traducidas en 3' como se describe en la presente descripcion en su extremo 3', y preferentemente entre la secuencia
codificante para un péptido o proteina (marco abierto de lectura) y la secuencia de poli(A)

El término "region no traducida en 3™ se refiere a una regién que se ubica en el extremo 3' de un gen, en direccion 3' del

codon de terminacion de una region codificante de proteina, y que se transcribe pero no se traduce en una secuencia de
aminoacidos, o a la region correspondiente en una molécula de ARN.
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De acuerdo con la invencion, se considera que una primera region polinucleotidica se ubica en direccion 3' de una segunda
region polinucleotidica, si el extremo 5' de dicha primera region polinucleotidica es la parte de dicha primera region
polinucleotidica mas cercana al extremo 3' de dicha segunda regién polinucleotidica.

La region no traducida en 3' se extiende, tipicamente, desde el codon de terminacion para un producto de la traduccion
hasta la secuencia de poli(A) que generalmente se une después del proceso de transcripcion. Las regiones no traducidas
en 3' del ARNm de mamifero, tipicamente, tienen una region de homologia conocida como la secuencia de
hexanucleotidos AAUAAA. Presumiblemente, esta secuencia es la sefial de unidn de poli(A) y se ubica frecuentemente
de 10 a 30 bases en direccién 5' del sitio de union de poli(A).

Las regiones no traducidas en 3' pueden contener una o mas repeticiones invertidas que pueden plegarse para dar
estructuras de bucle y tallo que actian como barreras para las exoribonucleasas o interactian con proteinas que se
conocen que aumentan la estabilidad del ARN (por ejemplo, proteinas de union al ARN).

Las regiones no traducidas en 5' y/o en 3' pueden, de acuerdo con la invencién, unirse funcionalmente a un acido nucleico
transcribible y en particular codificante, para que estas regiones se asocien con el acido nucleico de tal manera que
aumente la estabilidad y/o la eficiencia de la traduccion del ARN transcrito a partir de dicho acido nucleico transcribible.

Las regiones no traducidas en 3' de los ARNm de inmunoglobulinas son relativamente cortas (menos de aproximadamente
300 nucledtidos), mientras que las regiones no traducidas en 3' de otros genes son relativamente largas. Por ejemplo, la
region no traducida en 3' del tPA es aproximadamente 800 nucleétidos de longitud, la del factor VIl es aproximadamente
1800 nucledtidos de longitud y la de la eritropoyetina es aproximadamente 560 nucledtidos de longitud.

De acuerdo con la invencién puede determinarse, si una region no traducida en 3' o una secuencia de acido nucleico
derivada de esta aumenta la estabilidad y/o la eficiencia de la traduccion del ARN, mediante la incorporacioén de la region
no traducida en 3' o la secuencia de acido nucleico derivada de esta en la regiéon no traducida en 3' de un gen y medir si
dicha incorporacién aumenta la cantidad de proteina sintetizada.

Lo anterior se aplica en consecuencia al caso en el que, de acuerdo con la invencién, un acido nucleico comprende dos
0 mas regiones no traducidas en 3' que, preferentemente, se acoplan secuencialmente con o sin un enlazador intermedio,
preferentemente en una "relacion de cabeza a cola" (es decir, las regiones no traducidas en 3' tienen la misma orientacion,
preferentemente, la orientacién de origen natural en un acido nucleico).

De acuerdo con la invencion, el término "gen" se refiere a una secuencia de acido nucleico particular que es responsable
de producir uno o mas productos celulares y/o lograr una o mas funciones intercelulares o intracelulares. Mas
especificamente, dicho término se refiere a una seccion de ADN que comprende un acido nucleico codificante para una
proteina especifica o una molécula de ARN funcional o estructural.

La poliadenilacion es la adicion de una secuencia o cola de poli(A) a un transcrito de ARN primario. La secuencia de
poli(A) consiste en multiples monofosfatos de adenosina. En otras palabras, es un tramo de ARN que solo tiene bases de
adenina. En eucariotas, la poliadenilacion es parte del proceso que produce ARN mensajero maduro (ARNm) para la
traduccion. Este, por lo tanto, forma parte del proceso mas amplio de expresion génica. El proceso de poliadenilacion
comienza cuando la transcripcion de un gen finaliza, o termina. El segmento mas 3' del pre-ARNm recién creado se
escinde primero mediante un conjunto de proteinas; después estas proteinas sintetizan la secuencia de poli(A) en el
extremo 3' del ARN. La secuencia de poli(A) es importante para la exportacion nuclear, la traduccion, y la estabilidad del
ARNm. La secuencia se acorta con el tiempo y, cuando es lo suficientemente corta, el ARNm se degrada enzimaticamente.
Los términos "secuencia de poliadenilo”, "secuencia de poli(A)" o "cola de poli(A)" se refieren a una secuencia de residuos
de adenilo que se ubica, tipicamente, en el extremo 3' de una molécula de ARN. La invencién proporciona que tal
secuencia se una durante la transcripcién del ARN por medio de un molde de ADN sobre la base de residuos repetidos
de timidilo en la cadena complementaria a la cadena codificante, mientras que dicha secuencia normalmente no esta
codificada en el ADN pero se une al extremo 3' libre del ARN mediante una ARN polimerasa independiente del molde
después de la transcripcion, en el nucleo. De acuerdo con la invencion, en una modalidad, una secuencia de poli(A) tiene
al menos 20, preferentemente al menos 40, preferentemente al menos 80, preferentemente al menos 100 vy
preferentemente hasta 500, preferentemente hasta 400, preferentemente hasta 300, preferentemente hasta 200, y en
particular hasta 150, nucledtidos A, preferentemente nucledtidos A consecutivos, y en particular aproximadamente 120
nucledtidos A. El término "nucledtidos A" o "A" se refiere a residuos de adenilo.

En una modalidad preferida, una molécula de acido nucleico de acuerdo con la invencién es un vector. El término "vector"
se usa en la presente en su significado mas general y comprende cualquier vehiculo intermediario para un acido nucleico
que, por ejemplo, permite que dicho acido nucleico se introduzca en células huésped procariotas y/o eucariotas y, cuando
sea apropiado, se integre en un genoma. Preferentemente, tales vectores se replican y/o se expresan en la célula. Los
vectores comprenden plasmidos, fagémidos o genomas virales. El término "plasmido”, como se usa en la presente
descripcion, se refiere generalmente a una construccion de material genético extracromosémico, generalmente un ADN
duplex circular, que puede replicarse independientemente del ADN cromosémico.
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Los acidos nucleicos descritos en la presente descripcion pueden ser moléculas recombinantes y/o aisladas.

Una "molécula aislada" como se usa en la presente descripcién, pretende referirse a una molécula que es sustancialmente
libre de otras moléculas tal como otro material celular. El término "acido nucleico aislado" significa de acuerdo con la
invencion que el acido nucleico se (i) amplificé in vitro, por ejemplo mediante reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR),
(i) se produjo por via recombinante mediante clonacion, (iii) se purificd, por ejemplo, mediante escision y fraccionamiento
electroforético en gel, o (iv) se sintetizd, por ejemplo, mediante sintesis quimica. Un acido nucleico aislado es un acido
nucleico disponible para su manipulacién mediante las técnicas del ADN recombinante.

El término "recombinante” en el contexto de la presente invencion significa "hecho a través de ingenieria genética".
Preferentemente, un "objeto recombinante" tal como una célula recombinante en el contexto de la presente invencion no
es de origen natural.

El término "de origen natural”, como se usa en la presente descripcion, se refiere al hecho de que un objeto puede
encontrarse en la naturaleza. Por ejemplo, es de origen natural un péptido o acido nucleico que esta presente en un
organismo (lo que incluye los virus) y que puede aislarse a partir de una fuente en la naturaleza y que no se ha modificado
intencionalmente por el hombre en el laboratorio.

De acuerdo con la invencién, el término "célula huésped" se refiere a cualquier célula que puede transformarse o
transfectarse con un acido nucleico exégeno. El término "célula huésped" comprende, de acuerdo con la invencion, células
procariotas (por ejemplo, E. Coli) o eucariotas (por ejemplo, células de levadura y células de insectos). Se prefieren
particularmente células de mamifero, tales como células de humanos, ratones, hamsteres, cerdos, cabras y primates. Las
células pueden derivarse de una multiplicidad de tipos de tejidos y comprenden células primarias y lineas celulares. Los
ejemplos especificos incluyen queratinocitos, leucocitos de sangre periférica, células madre de médula ésea y células
madre embrionarias. En otras modalidades, la célula huésped es una célula presentadora de antigeno, en particular una
célula dendritica, un monocito o un macréfago. Un acido nucleico puede estar presente en la célula huésped en una sola
copia o en varias copias y, en una modalidad se expresa en la célula huésped.

E. Coli es una bacteria gramnegativa, facultativamente anaerébica, en forma de bastén del género Escherichia que se
encuentra comunmente en el intestino inferior de los organismos de sangre caliente. La bacteria puede cultivarse
facilmente y econémicamente en un entorno de laboratorio, y se ha investigado intensamente durante mas de 60 afos.
E. coli es el organismo modelo procariota mas estudiado, y una especie importante en los campos de la biotecnologia y
la microbiologia, donde sirvi6 como el organismo huésped para la mayoria del trabajo con el ADN recombinante. Las
cepas de E. coli de acuerdo con la invencion incluyen: AG1, AB1157, B2155, BL21, BNN93, BNN97, BW26434, C600,
CSH50, D1210, DB3.1, DH1, DH5a, DH10B, DH12S, DM1, E. cloni(r), E.coli K12 ER2738, ER2566, ER2267, HB101,
J1126, 141127, JM83, JM101, JM103, JM105, JIM106, JM107, JM108, JM109, JIM110, JM2.300, LE392, Mach1, MC1061,
MC4100, MFDpir, MG1655, OmniMAX2, RR1, RV308, SOLR, SS320, STBL2, STBL3, STBL4, SURE, SURE2, TG1,
TOP10, Top10F', W3110, WM3064, XL1-Blue, XL2-Blue, XL1-Red y XL10-Gold.

De acuerdo con la presente invencion, el término "péptido" comprende oligo- y polipéptidos y se refiere a las sustancias
que comprenden dos o mas, preferentemente 3 o mas, preferentemente 4 o mas, preferentemente 6 o mas,
preferentemente 8 o mas, preferentemente 10 o mas, preferentemente 13 o mas, preferentemente 16 o mas,
preferentemente 20 o mas, y hasta, preferentemente 50, preferentemente 100 o preferentemente 150, aminoacidos
consecutivos unidos entre si a través de enlaces peptidicos. El término "proteina" se refiere a péptidos grandes,
preferentemente, péptidos que tienen al menos 151 aminoacidos, pero los términos "péptido" y "proteina” se usan en la
presente descripcion generalmente como sindnimos.

Los términos "péptido" y "proteina" comprenden de acuerdo con la invencion sustancias que no solo contienen
componentes de aminoacidos sino ademas componentes no aminoacidos tales como estructuras de azlcares y fosfatos,
y ademas comprenden sustancias que contienen enlaces tales como enlaces éster, tioéter o disulfuro.

De acuerdo con la presente invencién, un acido nucleico tal como el ARN puede codificar un péptido o proteina. En
consecuencia, una secuencia de acido nucleico transcribible o un transcrito de esta pueden contener un marco abierto de
lectura (ORF) que codifica un péptido o proteina. Dicho nucleico puede expresar el péptido o proteina codificado. Por
ejemplo, dicho acido nucleico puede ser un acido nucleico que codifica y expresa un antigeno o un péptido o proteina
farmacéuticamente activo tal como un compuesto inmunolégicamente activo (que preferentemente no es un antigeno).

De acuerdo con la invencion, el término "acido nucleico que codifica un péptido o proteina” significa que el acido nucleico,
si esta presente en el entorno apropiado, preferentemente dentro de una célula, puede dirigir el ensamblaje de
aminoacidos para producir el péptido o proteina durante el proceso de traduccién. Preferentemente, el ARN de acuerdo
con la invencién es capaz de interactuar con la maquinaria de traduccién celular y permitir la traduccion del péptido o
proteina.

De acuerdo con la invencién, en una modalidad, el ARN comprende o consiste en ARN farmacéuticamente activo. Un
"ARN farmacéuticamente activo" puede ser ARN que codifica un péptido o proteina farmacéuticamente activo.
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Un "péptido o proteina farmacéuticamente activo" tiene un efecto positivo o ventajoso sobre la afeccion o el estado de
enfermedad de un sujeto cuando se administra al sujeto en una cantidad con eficacia terapéutica. Preferentemente, un
péptido o proteina farmacéuticamente activo tiene propiedades curativas o paliativas y puede administrarse para mejorar,
aliviar, mitigar, revertir, retrasar el inicio o disminuir la gravedad de uno o mas sintomas de una enfermedad o trastorno.
Un péptido o proteina farmacéuticamente activo puede tener propiedades profilacticas y puede usarse para retrasar el
comienzo de una enfermedad o para disminuir la gravedad de tal enfermedad o afeccion patolégica. El término "péptido
o proteina farmacéuticamente activo" incluye proteinas o polipéptidos completos, y ademas puede referirse a fragmentos
farmacéuticamente activos de estos. Ademas, puede incluir analogos farmacéuticamente activos de un péptido o proteina.
El término "péptido o proteina farmacéuticamente activo" incluye péptidos y proteinas que son antigenos, es decir, el
péptido o proteina provoca una respuesta inmunitaria en un sujeto, que puede ser terapéutica o parcial o totalmente
protectora.

Los ejemplos de proteinas farmacéuticamente activas incluyen, pero no se limitan a, citocinas y proteinas del sistema
inmunitario tales como compuestos inmunoldgicamente activos (por ejemplo, interleucinas, factor estimulante de colonias
(CSF), factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), factor estimulantes de colonias de granulocitos y
macrofagos (GM-CSF), eritropoyetina, factor de necrosis tumoral (TNF), interferones, integrinas, adresinas, selectinas,
receptores de direccionamiento a tejidos, receptores de células T, inmunoglobulinas, antigenos solubles del complejo
principal de histocompatibilidad, antigenos inmunolégicamente activos tales como antigenos bacterianos, parasitarios o
virales, alérgenos, autoantigenos, anticuerpos), hormonas (insulina, hormona tiroidea, catecolaminas, gonadotrofinas,
hormonas tréficas, prolactina, oxitocina, dopamina, somatotropina bovina, leptinas y similares), hormonas de crecimiento
(por ejemplo, hormona de crecimiento humana), factores de crecimiento (por ejemplo, factor de crecimiento epidérmico,
factor de crecimiento nervioso, factor de crecimiento similar a la insulina y similares), receptores de factor de crecimiento,
enzimas (activador tisular del plasminégeno, estreptoquinasa, enzimas de la sintesis o degradacion del colesterol,
enzimas esteroidogénicas, quinasas, fosfodiesterasas, metilasas, desmetilasas, deshidrogenasas, celulasas, proteasas,
lipasas, fosfolipasas, aromatasas, citocromos, adenilato o guanilato ciclasas, neuramidasas y similares) receptores
(receptores de hormonas esteroideas, receptores de péptidos), proteinas de unién (proteinas de unién a la hormona del
crecimiento o a factores de crecimiento y similares), factores de transcripcion y traduccion, proteinas supresoras del
crecimiento tumoral (por ejemplo, proteinas que inhiben la angiogénesis), proteinas estructurales (tales como colageno,
fibroina, fibrindgeno, elastina, tubulina, actina, y miosina), proteinas de la sangre (trombina, albumina sérica, Factor VII,
Factor VIII, insulina, Factor IX, Factor X, activador tisular del plasminégeno, proteina C, factor von Wilebrand, antitrombina
I, glucocerebrosidasa, eritropoyetina factor estimulante de colonias de granulocitos (GCSF) o Factor VIII modificado,
anticoagulantes y similares.

En una modalidad, la proteina farmacéuticamente activa de acuerdo con la invenciéon es una citocina que esta implicada
en la regulacion de la homeostasis linfoide, preferentemente una citocina que esta implicada en, y preferentemente, induce
o mejora el desarrollo, activacion, expansion, diferenciacion y/o supervivencia de las células T. En una modalidad, la
citocina es una interleucina. En una modalidad, la proteina farmacéuticamente activa de acuerdo con la invencién es una
interleucina seleccionada del grupo que consiste en IL-2, IL-7, IL-12, IL-15 e IL-21.

El término "compuesto inmunoldgicamente activo" se refiere a cualquier compuesto que altera una respuesta inmunitaria,
preferentemente mediante la induccién y/o supresion de la maduracion de las células inmunitarias, mediante la induccion
y/o supresion de la biosintesis de citocinas, y/o mediante la alteracién de la inmunidad humoral a través de la estimulacion
de la produccion de anticuerpos por las células B. Los compuestos inmunoldégicamente activos poseen una actividad
inmunoestimulante potente que incluye, pero no se limita a, actividad antiviral y antitumoral, y ademas pueden regular
negativamente otros aspectos de la respuesta inmunitaria, por ejemplo, cambiar la respuesta inmunitaria de una respuesta
inmunitaria TH2, que es Util para tratar una amplia gama de enfermedades mediadas por TH2. Los compuestos
inmunolégicamente activos pueden ser utiles como adyuvantes de vacunas.

Si, de acuerdo con la presente invencion, es conveniente inducir o mejorar una respuesta inmunitaria mediante el uso de
ARN como se describe en la presente descripcion, la respuesta inmunitaria puede activarse o potenciarse mediante el
ARN. Por ejemplo, las proteinas o péptidos codificados por los ARN o productos de procesion de estos pueden
presentarse mediante las proteinas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) expresadas en las células
presentadoras de antigeno. El complejo MHC péptido puede ser reconocido por las células inmunitarias, tal como las
células T, lo que conducen a su activacion.

En una modalidad, el ARN que codifica para un antigeno, tal como un antigeno asociado a la enfermedad, se administra
a un mamifero, en particular si es conveniente tratar a un mamifero que tiene una enfermedad que involucra el antigeno.
El ARN es tomado por las células presentadoras de antigeno del mamifero (monocitos, macréfagos, células dendriticas
u ofras células). Se forma un producto antigénico de la traduccién del ARN y el producto se presenta en la superficie de
las células para su reconocimiento por las células T. En una modalidad, el antigeno se presenta sobre la superficie celular
para su reconocimiento por las células T CAR modificadas genéticamente dirigidas al antigeno. En una modalidad, el
antigeno o un producto producido mediante procesion opcional de este se presenta en la superficie celular en el contexto
de las moléculas del MHC para el reconocimiento por las células T a través de su receptor de células T.

Alternativamente, la presente invencion prevé modalidades en donde el ARN que expresa un antigeno se introduce en
células presentadoras de antigeno ex vivo, por ejemplo, células presentadoras de antigeno tomadas de un paciente, y las
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células presentadoras de antigeno, opcionalmente propagadas clonalmente ex vivo, se trasplantan nuevamente en el
mismo paciente. Las células transfectadas pueden reintroducirse en el paciente mediante el uso de cualquier medio
conocido en la técnica, preferentemente en forma estérii mediante administracion intravenosa, intracavitaria,
intraperitoneal o intratumoral.

Los métodos de la invencion pueden implicar una célula presentadora de antigeno para expresar el ARN que codifica el
antigeno. Para este fin, los métodos de la invencion pueden implicar la introduccién del ARN que codifica los antigenos
en células presentadoras de antigeno tales como las células dendriticas. Para la transfeccion de las células presentadoras
de antigeno tales como células dendriticas, puede usarse una composicion farmacéutica que comprende el ARN que
codifica el antigeno. Puede administrarse a un paciente un vehiculo de suministro que direcciona el ARN a una célula
dendritica o a otra célula presentadora de antigeno, lo que resulta en la transfeccion que ocurre en vivo.

De acuerdo con la invencion, se prefiere usar formulaciones del ARN codificante de un antigeno las que suministran el
ARN con alta selectividad a las células presentadoras de antigeno tales como las células dendriticas (DC) en el bazo
después de la administracion sistémica. Por ejemplo, formulaciones nanoparticuladas de ARN con un tamafio de particula
definido en donde la carga neta de las particulas es cercana a cero o negativa, tal como los lipoplejos de ARN, cargados
negativamente o electro neutros, y liposomas, por ejemplo, los lipoplejos que comprenden DOTMA y DOPE o DOTMA y
colesterol, conducen a la expresion sustancial del ARN en las DC de bazo después de la administracion sistémica. Se
determiné una fuerte expresion en las células diana (bazo) mientras que la expresion en otros 6rganos fue baja.

Como se usa en la presente descripcion, el término "nanoparticula" se refiere a cualquier particula que tiene un diametro
que la haga adecuada para la administracion sistémica, en particular parenteral, de, en particular, acidos nucleicos,
tipicamente, un diametro de menos que 1000 nanémetros (nm). En algunas modalidades, una nanoparticula tiene un
diametro de menos que 600 nm. En algunas modalidades, una nanoparticula tiene un diametro de menos que 400 nm.

Como se usa en la presente descripcion, el término "formulacién nanoparticulada" o los términos similares se refieren a
cualquier sustancia que contiene al menos una nanoparticula. En algunas modalidades, una composicion nanoparticulada
es una coleccion uniforme de nanoparticulas. En algunas modalidades, las composiciones nanoparticuladas son
dispersiones o emulsiones. En general, una dispersion o emulsién se forma cuando se combinan al menos dos materiales
inmiscibles.

El término "lipoplejo" o "lipoplejo de acido nucleico", en particular "lipoplejo de ARN", se refiere a un complejo de lipidos y
acidos nucleicos, en particular ARN. Los lipoplejos se forman espontaneamente cuando los liposomas cationicos, que
ademas a menudo incluyen un lipido "auxiliar" neutro, se mezclan con acidos nucleicos.

Si la presente invencion se refiere a una carga tal como una carga positiva, carga negativa o carga neutra o un compuesto
catidnico, compuesto negativo o compuesto neutro, esto significa generalmente que la carga mencionada esta presente
a un pH seleccionado, tal como un pH fisiolégico. Por ejemplo, el término "lipido catiénico" significa un lipido que tiene
una carga neta positiva a un pH seleccionado, tal como un pH fisioldgico. El término "lipido neutro" significa un lipido que
no tiene carga neta positiva o negativa y puede presentarse en la forma de un ion anfétero no cargado o neutro a un pH
seleccionado, tal como un pH fisiolégico. Por "pH fisioldgico" se entiende, en la presente descripcion, un pH de
aproximadamente 7,5.

Los vehiculos nanoparticulados tales como los vehiculos lipidicos contemplados para usar en la presente invencion
incluyen cualquier sustancia o vehiculo con el que pueda asociarse un acido nucleico, tal como el ARN, por ejemplo
mediante la formacion de complejos con el acido nucleico o mediante la formacion de vesiculas en las que el acido
nucleico esta encerrado o encapsulado. Esto puede resultar en una mayor estabilidad del acido nucleico en comparacion
con el acido nucleico desnudo. En particular, la estabilidad del acido nucleico en la sangre puede aumentarse.

Los lipidos cationicos, los polimeros catidnicos y otras sustancias con cargas positivas pueden formar complejos con los
acidos nucleicos cargados negativamente. Estas moléculas catiénicas pueden usarse para formar complejos de acidos
nucleicos, de esta manera forman, por ejemplo, los llamados lipoplejos o poliplejos, respectivamente, y se ha demostrado
que estos complejos suministran acidos nucleicos a las células.

Las preparaciones de acido nucleico nanoparticuladas para usar en la presente invencién pueden obtenerse mediante
diversos protocolos y a partir de diversos compuestos complejantes de acido nucleico. Los lipidos, polimeros, oligomeros
o anfifilos son agentes complejantes tipicos. En una modalidad, el compuesto complejante comprende al menos un agente
seleccionado del grupo que consiste en protamina, polietilenimina, una poli-L-lisina, una poli-L-arginina o una histona.

De acuerdo con la invencion, la protamina es util como agente vehiculo catidnico. El término "protamina” se refiere a
cualquiera de varias proteinas fuertemente basicas de peso molecular relativamente bajo que son ricas en arginina y se
encuentran asociadas especialmente con el ADN en lugar de histonas somaticas en las células espermaticas de varios
animales (como los peces). En particular, el término "protamina" se refiere a proteinas que se encuentran en los
espermatozoides de los peces que son fuertemente basicas, solubles en agua, no se coagulan por calor, y producen
principalmente arginina después de la hidrdlisis. En forma purificada, se usan en una formulacion de insulina de accién
prolongada y para neutralizar los efectos anticoagulantes de la heparina.
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De acuerdo con la invencion, el término "protamina" como se usa en la presente descripcion significa que comprende
cualquier secuencia de aminoacidos de protamina que se obtiene o se deriva a partir de fuentes naturales o bioldgicas
que incluyen fragmentos de esta y formas multiméricas de dicha secuencia de aminoacidos o fragmento de esta. Ademas,
el término abarca polipéptidos (sintetizados) que son artificiales y disefiados especificamente para fines especificos y no
pueden aislarse de fuentes naturales o bioldgicas.

La protamina usada de acuerdo con la presente invencion puede ser protamina sulfatada o hidrocloruro de protamina. En
una modalidad preferida, la fuente de protamina usada para la produccion de las nanoparticulas descritas en la presente
descripcion es la protamina 5000 que contiene protamina a mas de 10 mg/mL (5000 unidades neutralizantes de heparina
por mL) en una solucién de sales isoténica.

Los liposomas son vesiculas lipidicas microscépicas que a menudo tienen una o mas bicapas de un lipido formador de
vesiculas, tal como un fosfolipido, y son capaces de encapsular un farmaco. En el contexto de la presente invencion
pueden emplearse diferentes tipos de liposomas, que incluyen, sin limitarse a estos, vesiculas multilamelares (MLV),
vesiculas unilamelares pequefias (SUV), vesiculas unilamelares grandes (LUV), liposomas estabilizados estéricamente
(SSL), vesiculas multivesiculares (MV), y grandes vesiculas multivesiculares (LMV), asi como también otras formas de
bicapa conocidas en la técnica. El tamafio y la lamelaridad del liposoma dependeran de la forma de preparacion y la
seleccion del tipo de vesiculas a usarse dependera del modo de administracion preferido. Existen numerosas otras formas
de organizacion supramolecular en las que los lipidos pueden estar presentes en un medio acuoso, que comprenden
fases lamelares, fases hexagonales y fases hexagonales inversas, fases cubicas, micelas, micelas inversas compuestas
de monocapas. Estas fases pueden obtenerse, ademas, en combinacion con ADN o ARN, y la interaccion con ARN y
ADN puede afectar sustancialmente el estado de la fase. Las fases descritas pueden estar presentes en las formulaciones
nanoparticuladas del acido nucleico de la presente invencion.

Para la formacion de lipoplejos de acido nucleico a partir de acido nucleico y liposomas, puede usarse cualquier método
adecuado para formar liposomas siempre que proporcione los lipoplejos de acido nucleico previstos. Los liposomas
pueden formarse mediante el uso de métodos estandar tales como el método de evaporacion inversa (REV), el método
de inyeccion de etanol, el método de deshidratacion-rehidratacion (DRV), sonicacion u otros métodos adecuados.

Después de la formacién de liposomas, los liposomas pueden dimensionarse para obtener una poblacién de liposomas
que tienen un intervalo de tamarfios sustancialmente homogéneo.

Los lipidos formadores de bicapa tienen, tipicamente, dos cadenas hidrocarbonadas, particularmente cadenas de acilo, y
un grupo cabeza, ya sea polar o no polar. Los lipidos formadores de bicapa estan compuestos de lipidos de origen natural
o de origen sintético, que incluyen los fosfolipidos, tales como fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, acido fosfatidico,
fosfatidilinositol, y esfingomielina, donde las dos cadenas hidrocarbonadas son, tipicamente, entre aproximadamente 14-
22 atomos de carbono de longitud, y tienen diversos grados de insaturacion. Otros lipidos adecuados para usar en la
composicion de la presente invencion incluyen glicolipidos y esteroles tales como colesterol y sus diversos analogos, que
ademas pueden usarse en los liposomas.

Los lipidos catidnicos, tipicamente, tienen una porcion lipofilica, tal como un esterol, una cadena de acilo o diacilo, y tienen
una carga neta general positiva. El grupo cabeza del lipido, tipicamente, lleva la carga positiva. El lipido catidnico tiene,
preferentemente, una carga positiva de 1 a 10 valencias, con mayor preferencia una carga positiva de 1 a 3 valencias, y
con mayor preferencia una carga positiva de 1 valencia. Los ejemplos de lipidos catiénicos incluyen, pero no se limitan a
1,2-di-O-octadecenil-3-trimetilamonio propano (DOTMA); dimetildioctadecilamonio (DDAB); 1,2-dioleoil-3-trimetilamonio-
propano (DOTAP); 1,2-dioleoil-3-dimetilamonio-propano (DODAP); 1,2-diaciloxi-3-dimetilamonio propanos; 1,2-
dialquiloxi-3-dimetilamonio propanos; cloruro de dioctadecildimetiiamonio (DODAC), 1,2-dimiristoiloxipropil-1,3-
dimetilhidroxietil-amonio (DMRIE) y trifluoroacetato de 2,3-dioleoiloxi-N- [[2(espermina carboxamida)etil]-N,N-dimetil-1-
propanamio (DOSPA). Los preferidos son DOTMA, DOTAP, DODAC, y DOSPA. El mas preferido es DOTMA.

Ademas, las nanoparticulas descritas en la presente descripcion incluyen, ademas, preferentemente un lipido neutro en
vista de la estabilidad estructural, y similares. El lipido neutro puede seleccionarse apropiadamente en vista de la eficiencia
del suministro del complejo acido nucleico-lipido. Los ejemplos de lipidos neutros incluyen, pero no se limitan a, 1,2-di-
(9Z-octadecenoil)-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DOPE), 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DOPC),
diacilfosfatidilcolina, diacilfosfatidil etanolamina, ceramida, esfingomielina, cefalina, esterol, y cerebrosido. El preferido e
DOPE y/o DOPC. El mas preferido es DOPE. En el caso en que un liposoma catiénico incluye tanto un lipido catiénico
como un lipido neutro, la relacion molar del lipido catiénico con respecto al lipido neutro puede determinarse
apropiadamente en vista de la estabilidad del liposoma y similares.

De acuerdo con una modalidad, las nanoparticulas descritas en la presente descripcién pueden comprender fosfolipidos.
Los fosfolipidos pueden ser un glicerofosfolipido. Los ejemplos de glicerofosfolipido incluyen, sin limitacion, tres tipos de
lipidos: (i) fosfolipidos zwitteridnicos, que incluyen, por ejemplo, fosfatidilcolina (PC), fosfatidilcolina de yema de huevo,
PC derivada de soja en forma natural, parcialmente hidrogenada o totalmente hidrogenada, dimiristoil fosfatidilcolina
(DMPC) esfingomielina (SM); (ii) fosfolipidos cargados negativamente: que incluyen, por ejemplo, fosfatidilserina (PS),
fosfatidilinositol (Pl), acido fosfatidico (PA), fosfatidilglicerol (PG) dipalmipoil PG, dimiristoil fosfatidilglicerol (DMPG);
derivados sintéticos en los que el conjugado produce un fosfolipido zwitteridnico cargado negativamente, tal es el caso
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de metoxi-polietileno, glicol-diestearoil fosfatidiletanolamina (mMPEG-DSPE); y (iii) fosfolipidos catiénicos, que incluyen, por
ejemplo, fosfatidilcolina o esfingomielina de los cuales el fosfomonoéster fue O-metilado para formar los lipidos catiénicos.

La asociacion del acido nucleico con el portador lipido puede ocurrir, por ejemplo, mediante el llenado de espacios
intersticiales del portador con el acido nucleico, de manera que el portador atrapa fisicamente al acido nucleico, o mediante
enlace covalente, idnico, o de hidrégeno, o por medio de adsorcion mediante enlaces no especificos. Cualquiera que sea
el modo de asociacion, el acido nucleico debe retener sus propiedades terapéuticas, es decir, las que codifican el antigeno.

El término "enfermedad" se refiere a una afeccion anormal que afecta el cuerpo de un individuo. Una enfermedad a
menudo se interpreta como una afecciéon médica que se asocia con signos y sintomas especificos. Una enfermedad puede
causarse por factores originalmente de una fuente externa, tal como enfermedad infecciosa, o puede causarse por
disfunciones internas, tal como enfermedades autoinmunitarias.

De acuerdo con la invencion, el término "enfermedad" ademas se refiere a enfermedades cancerosas. Los términos
"enfermedad cancerosa" o "cancer" (término médico: neoplasia maligna) se refieren a una clase de enfermedades en las
que un grupo de células muestra un crecimiento incontrolado (division mas alla de los limites normales), invasion (intrusion
y destruccion de tejidos adyacentes) y, a veces, metastasis (propagacion a otras localizaciones en el cuerpo a través de
la linfa o la sangre). Estas tres propiedades malignas de los canceres los diferencian de los tumores benignos, que son
autolimitados y no invaden ni hacen metastasis. La mayoria de los canceres forman un tumor, es decir, una inflamacion
o lesién formada por un crecimiento anormal de células (llamadas células neoplasicas o células tumorales), pero algunos,
como la leucemia, no lo hacen. Los ejemplos de canceres incluyen, pero no se limitan a, carcinoma, linfoma, blastoma,
sarcoma, glioma y leucemia. Mas particularmente, los ejemplos de tales canceres incluyen cancer 6seo, cancer
sanguineo, cancer de pulmon, cancer de higado, cancer de pancreas, cancer de piel, cancer de la cabeza o cuello,
melanoma maligno cutaneo o intraocular, cancer uterino, cancer de ovarios, cancer rectal, cancer de la region anal, cancer
de estdmago, cancer de colon, cancer de mama, cancer de prostata, cancer uterino, carcinoma de los 6rganos sexuales
y reproductivos, Enfermedad de Hodgkin, cancer del eséfago, cancer del intestino delgado, cancer del sistema endocrino,
cancer de la glandula tiroides, cancer de la glandula paratiroides, cancer de la glandula adrenal, sarcoma de tejidos
blandos, cancer de la vejiga, cancer de los rifiones, carcinoma celular renal, carcinoma de la pelvis renal, neoplasias del
sistema nervioso central (CNS), cancer neuroectodérmico, tumores del eje espinal, glioma, meningioma, y adenoma
pituitario. El término "cancer" de acuerdo con la invencion también comprende, las metastasis del cancer.

El término "enfermedad infecciosa" se refiere a cualquier enfermedad que puede transmitirse de individuo a individuo o
de organismo a organismo, y es causada por un agente microbiano (por ejemplo, resfriado comun). Los ejemplos de
enfermedades infecciosas incluyen enfermedades infecciosas virales, tales como SIDA (HIV), hepatitis A, B o C, herpes,
herpes zoster (varicela), sarampion aleman (virus de la rubéola), fiebre amarilla, dengue, etcétera, flavivirus, virus de la
gripe, enfermedades infecciosas hemorragicas (virus de Marburg o Ebola), y sindrome respiratorio agudo severo (SRAS),
enfermedades infecciosas bacterianas, tales como la enfermedad del legionario (Legionella), enfermedades de
transmision sexual (por ejemplo clamidia o gonorrea), Ulcera gastrica (Helicobacter), colera (Vibrio), tuberculosis, difteria,
infecciones por E.coli, Staphylococci, Salmonella o Streptococci (tetanus); infecciones por protozoarios patégenos tal
como malaria, enfermedad del suefio, leismaniasis; toxoplasmosis, es decir, infecciones por Plasmodium, Trypanosoma,
Leishmania y Toxoplasma; o infecciones fungicas, que son causadas, por ejemplo, por Cryptococcus neoformans,
Histoplasma capsulatum, Coccidioides immitis, Blastomyces dermatitidis o Candida albicans.

El término "enfermedad autoinmunitaria” se refiere a cualquier enfermedad en la cual el cuerpo produce una respuesta
inmunogénica (es decir, sistema inmunitario) a algun componente de sus propios tejidos. En otras palabras, el sistema
inmunitario pierde su capacidad de reconocer algunos tejidos o sistemas dentro del cuerpo como propios y direcciona y
ataca estos como si fueran extrafios. Las enfermedades autoinmunitarias pueden clasificarse en aquellas en las que
predominantemente se afecta un 6rgano (por ejemplo, anemia hemolitica y tiroiditis autoinmunitaria), y aquellas en las
que el proceso de la enfermedad autoinmunitaria se difunde a través de muchos tejidos (por ejemplo, lupus eritematoso
sistémico). Por ejemplo, se cree que la esclerosis multiple es causada por las células T que atacan las vainas que rodean
las fibras nerviosas del cerebro y la médula espinal. Esto resulta en pérdida de la coordinacion, debilidad, y visién borrosa.
Las enfermedades autoinmunitarias son conocidas en la técnica e incluyen, por ejemplo, tiroiditis de Hashimoto,
enfermedad de Grave, lupus, esclerosis multiple, artritis reumatoide, anemia hemolitica, tiroiditis autoinmunitaria, lupus
eritematoso sistémico, enfermedad celiaca, enfermedad de Crohn, colitis, diabetes, esclerodermia, psoriasis y similares.

De acuerdo con la invencion, puede estimularse una respuesta inmunitaria mediante la introduccion en un sujeto de un
ARNm adecuado que codifica para un antigeno o un fragmento de este, por ejemplo, un antigeno asociado a la
enfermedad.

El término "antigeno" se refiere a un agente que comprende un epitopo contra el que se genera una respuesta inmunitaria.
El término "antigeno" incluye en particular proteinas, péptidos, polisacaridos, acidos nucleicos, especialmente ARN y ADN,
y nucleodtidos. El término "antigeno” también incluye agentes, que se convierten en antigénicos - y sensibilizantes - solo a
través de la transformacion (por ejemplo de manera intermedia en la molécula o por terminaciéon con la proteina del
cuerpo). Un antigeno es, preferentemente, presentado por las células del sistema inmunitario, tales como las células
presentadoras de antigeno, como las células dendriticas o los macréfagos. Adicionalmente, un antigeno o un producto
procesado de éste, preferentemente, se reconoce por un receptor de células T o B, o por una molécula de
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inmunoglobulina, tal como un anticuerpo. En una modalidad preferida, el antigeno es un antigeno asociado a la
enfermedad, tal como un antigeno asociado a tumores, un antigeno viral, o un antigeno bacteriano.

El término "antigeno asociado a la enfermedad” se usa en su sentido mas amplio para referirse a cualquier antigeno
asociado con una enfermedad. Un antigeno asociado a la enfermedad es una molécula que contiene epitopos que
estimularan el sistema inmunitario del huésped para producir una respuesta inmunitaria celular especifica al antigeno y/o
una respuesta humoral de anticuerpos contra la enfermedad. Por lo tanto, el antigeno asociado a la enfermedad puede
usarse con fines terapéuticos. Los antigenos asociados a la enfermedad se asocian, preferentemente, con infeccion por
microbios, tipicamente, antigenos microbianos, o asociados con cancer, tipicamente, tumores.

El término "enfermedad que involucra un antigeno" se refiere a cualquier enfermedad que involucre un antigeno, por
ejemplo, una enfermedad que se caracteriza por la presencia y/o la expresion de un antigeno. La enfermedad que
involucra un antigeno puede ser una enfermedad infecciosa, una enfermedad autoinmunitaria, o una enfermedad
cancerosa o simplemente cancer. Como se mencioné anteriormente, el antigeno puede ser un antigeno asociado a la
enfermedad, tal como un antigeno asociado a tumor, un antigeno viral, o un antigeno bacteriano.

En una modalidad, un antigeno asociado a la enfermedad es un antigeno asociado a tumor. En esta modalidad, la
presente invencion puede ser Util en el tratamiento del cancer o de la metastasis del cancer. Preferentemente, el 6rgano
o tejido enfermo se caracteriza por células enfermas tales como células cancerosas que expresan un antigeno asociado
a la enfermedad y/o se caracterizan por la asociacién de un antigeno asociado a la enfermedad con su superficie. La
inmunizacién con antigenos intactos o sustancialmente intactos asociados a tumores o fragmentos de estos, tales como
péptidos o acidos nucleicos de MHC clase | y clase Il, en particular el ARNm, que codifica tal antigeno o fragmento hace
posible producir una respuesta de tipo MHC clase | y/o una de clase |l y, por lo tanto, estimular células T tales como
linfocitos T citotoxicos CD8+, que son capaces de destruir las células cancerosas, y/o células T CD4+. Tal inmunizacion
puede provocar, ademas, una respuesta inmunitaria humoral (respuesta de células B) que resulta en la produccion de
anticuerpos contra el antigeno asociado a tumor. Ademas, las células presentadoras de antigenos (APC) tales como las
células dendriticas (DC) pueden cargarse con péptidos presentados por MHC de clase | mediante transfeccion con acidos
nucleicos que codifican antigenos tumorales in vitro y administrarse a un paciente. En una modalidad, el término "antigeno
asociado a tumor" se refiere a un constituyente de las células cancerosas que puede derivarse del citoplasma, la superficie
celular y el nacleo celular. En particular, se refiere a aquellos antigenos que se producen, preferentemente en gran
cantidad, intracelularmente o como antigenos de superficie en las células tumorales. Los ejemplos de antigenos tumorales
incluyen HER2, EGFR, VEGF, antigeno CAMPATH1, CD22, CA-125, HLA-DR, linfoma de Hodgkin o mucina-1, pero no
se limitan a estos.

De acuerdo con la presente invencion, un antigeno asociado a tumor comprende, preferentemente, cualquier antigeno
que es caracteristico para tumores o canceres, asi como también para células tumorales o cancerosas con respecto al
tipo y/o nivel de expresion. En una modalidad, el término "antigeno asociado a tumor" se refiere a proteinas que en
condiciones normales, es decir, en un sujeto saludable, se expresan especificamente en un nimero limitado de tejidos
y/u érganos o en etapas especificas del desarrollo, por ejemplo, el antigeno asociado a tumor puede expresarse en
condiciones normales especificamente en tejido de estémago, preferentemente, en la mucosa gastrica, en 6rganos
reproductores, por ejemplo, en testiculos, en tejido trofoblastico, por ejemplo, en la placenta, o en células de la linea
germinal, y se expresan o se expresan de manera aberrante en uno o mas tejidos tumorales o cancerosos. En este
contexto, "un numero limitado" significa, preferentemente, no mas de 3, con mayor preferencia no mas de 2 o 1. Los
antigenos asociados a tumores en el contexto de la presente invencion incluyen, por ejemplo, antigenos de diferenciacion,
preferentemente, antigenos de diferenciacion de tipo celular especifico, es decir, proteinas que en condiciones normales
se expresan especificamente en un cierto tipo de célula, en cierta etapa de diferenciacion, antigenos de cancer/testiculos,
es decir, proteinas que en condiciones normales se expresan especificamente en testiculos y algunas veces en la
placenta, y antigenos especificos de linea germinal. En el contexto de la presente invencion, el antigeno asociado a tumor,
preferentemente, no se expresa, o solo rara vez, en tejidos normales o estd mutado en células tumorales.
Preferentemente, el antigeno asociado a tumor o la expresion aberrante del antigeno asociado a tumor identifica las
células cancerosas. En el contexto de la presente invencion, el antigeno asociado a tumor que se expresa por una célula
cancerosa en un sujeto, por ejemplo, un paciente que padece una enfermedad cancerosa, es preferentemente una
proteina propia en dicho sujeto. En modalidades preferidas, el antigeno asociado a tumor en el contexto de la presente
invencion se expresa en condiciones normales especificamente en un tejido u drgano que no es esencial, es decir, tejidos
u organos que cuando son dafiados por el sistema inmunitario no conducen a la muerte del sujeto, o en 6rganos o
estructuras del cuerpo que no son, o son dificilmente asequibles por el sistema inmunitario. Preferentemente, un antigeno
asociado a tumor se presenta en el contexto de las moléculas de MHC por una célula cancerosa en la que se expresa.

Los ejemplos de antigenos de diferenciacion que cumplen idealmente los criterios para antigenos asociados a tumor como
se contempla por la presente invencion como estructuras diana en la inmunoterapia tumoral, en particular, en la
vacunacion tumoral son las proteinas de superficie celular de la familia Claudina, tales como CLDN6 y CLDN18.2. Estos
antigenos de diferenciacion se expresan en tumores de diversos origenes, y son particularmente adecuados como
estructuras diana en relacién con la inmunoterapia del cancer mediada por anticuerpos, debido a su expresion selectiva
(sin expresioén en un tejido normal de toxicidad relevante) y a su localizacion en la membrana plasmatica.
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Otros ejemplos de antigenos que pueden ser Utiles en la presente invencion son p53, ART-4, BAGE, beta-catenina/m,
Bcr-abL CAMEL, CAP-1, CASP-8, CDC27/m, CDK4/m, CEA, CLAUDIN-12, c-MYC, CT, Cyp-B, DAM, ELF2M, ETV6-
AML1, G250, GAGE, GnT-V, Gap100, HAGE, HER-2/neu, HPV-E7, HPV-E6, HAST-2, hTERT (o hTRT), LAGE,
LDLR/FUT, MAGE-A, preferentemente, MAGE-A1, MAGE-A2, MAGE-A3, MAGE-A4, MAGE-A5, MAGE-A6, MAGE-A7,
MAGE-A8, MAGE-A9, MAGE-A10, MAGE-A11, o MAGE-A12, MAGE-B, MAGE-C, MART-1/Melan-A, MC1R, Myosin/m,
MUC1, MUM-1, -2, -3, NA88-A, NF1, NY-ESO-1, NY-BR-1, p190 menor BCR-abL, Pm1/RARa, PRAME, proteinasa 3,
PSA, PSM, RAGE, RU1 o0 RU2, SAGE, SART-1 0 SART-3, SCGB3A2, SCP1, SCP2, SCP3, SSX, SURVIVIN, TEL/AMLA1,
TPI/m, TRP-1, TRP-2, TRP-2/INT2, TPTE y WT, preferentemente, WT-1.

El término "antigeno viral" se refiere a cualquier componente viral que tiene propiedades antigénicas, es decir, que es
capaz de provocar una respuesta inmunitaria en un individuo. El antigeno viral puede ser una ribonucleoproteina viral o
una proteina de envoltura.

El término "antigeno bacteriano" se refiere a cualquier componente bacteriano que tiene propiedades antigénicas, es
decir, que es capaz de provocar una respuesta inmunitaria en un individuo. El antigeno bacteriano puede derivarse de la
pared celular o de la membrana del citoplasma de la bacteria.

El "procesamiento del antigeno" se refiere a la degradacion de un antigeno en productos de procesion, que son fragmentos
de dicho antigeno (por ejemplo, la degradacion de una proteina en péptidos) y la asociacion de uno o mas de estos
fragmentos (por ejemplo, mediante unién) con las moléculas MHC para la presentacion por células, preferentemente
células presentadoras de antigeno, a células T especificas.

El término "respuesta inmunitaria”", como se usa en la presente descripcion, se refiere a una reaccién del sistema
inmunitario tal como a organismos inmunogénicos, tales como bacterias o virus, células o sustancias. El término
"respuesta inmunitaria” incluye la respuesta inmunitaria innata y la respuesta inmunitaria adaptativa. Preferentemente, la
respuesta inmunitaria esta relacionada con una activacién de células inmunitarias, una induccién de la biosintesis de
citocinas y/o la produccion de anticuerpos. Se prefiere que la respuesta inmunitaria comprenda las etapas de activacion
de las células presentadoras de antigeno, tales como células dendriticas y/o macréfagos, la presentacion de un antigeno
o fragmento de este por dichas células presentadoras de antigeno y la activacion de células T citotoxicas debido a esta
presentacion.

El término "tratar" o "tratamiento" se refiere a cualquier tratamiento que mejora el estado de salud y/o prolonga (aumenta)
la esperanza de vida de un individuo. Dicho tratamiento puede eliminar la enfermedad en un individuo, detener o
enlentecer el desarrollo de una enfermedad en un individuo, inhibir o enlentecer el desarrollo de una enfermedad en un
individuo, disminuir la frecuencia o gravedad de los sintomas en un individuo, y/o disminuir la recurrencia en un individuo
quien actualmente tiene o quien previamente tuvo una enfermedad.

En particular, el término "tratamiento de una enfermedad" incluye curar, acortar la duracién, mejorar, retrasar o inhibir la
progresion o el empeoramiento de una enfermedad o los sintomas de ésta.

El término "inmunoterapia” se refiere a un tratamiento que involucra, preferentemente, una reaccién inmunitaria especifica
y/o una(s) funcién inmunitaria efectora.

El término "inmunizacion" o "vacunacion" describe el proceso de tratamiento de un sujeto por razones terapéuticas o
profilacticas.

El término "sujeto” o "individuo", como se usa en la presente descripcion, se refiere, preferentemente, a mamiferos. Por
ejemplo, los mamiferos en el contexto de la presente invencién son humanos, primates no humanos, animales
domesticados tales como perros, gatos, ovejas, vacuno, cabras, cerdos, caballos, etcétera, animales de laboratorio tales
como ratones, ratas, conejos, conejillos de indias, etcétera, asi como también animales en cautiverio, tal como animales
de los zooldgicos. En una modalidad preferida, el sujeto es un humano.

El término "célula presentadora de antigeno" (APC) se refiere a una célula de una variedad de células capaces de exponer,
adquirir, y/o presentar al menos un antigeno o fragmento antigénico sobre (o en) su superficie celular. Las células
presentadoras de antigeno pueden distinguirse en células presentadoras de antigeno profesionales y células
presentadoras de antigeno no profesionales.

El término "células presentadoras de antigeno profesionales" se refiere a las células presentadoras de antigeno que
expresan constitutivamente las moléculas del complejo principal de histocompatibilidad clase Il (MHC clase Il) requeridas
para la interaccion con las células T virgenes. Si una célula T interactia con el complejo de la molécula MHC de clase
en la membrana de la célula presentadora de antigeno, la célula presentadora de antigeno produce una molécula
coestimuladora que induce la activacion de la célula T. Las células presentadoras de antigeno profesionales comprenden
células dendriticas y macréfagos.

El término "células presentadoras de antigenos no profesionales” se refiere a células presentadoras de antigenos que no
expresan constitutivamente las moléculas de MHC de clase Il, sino que son estimuladas por determinadas citocinas tales
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como el interferon gamma. Las células presentadoras de antigeno no profesionales ilustrativas incluyen fibroblastos,
células epiteliales timicas, células epiteliales tiroideas, células gliales, células beta pancreaticas o células endoteliales
vasculares.

El término "complejo principal de histocompatibilidad" y la abreviatura "MHC" incluyen las moléculas MHC de clase | y
MHC de clase Il y se refiere a un complejo de genes que se producen en todos los vertebrados. Las proteinas o moléculas
del MHC son importantes para la sefializacion entre linfocitos y células presentadoras de antigeno o células enfermas en
reacciones inmunitarias, en donde las proteinas o moléculas del MHC se unen a péptidos y los presentan para su
reconocimiento por los receptores de células T. Las proteinas codificadas por el MHC se expresan en la superficie de las
células y muestran tanto antigenos propios (fragmentos de péptidos de la propia célula) como antigenos no propios (por
ejemplo, fragmentos de microorganismos invasores) a una célula T.

De acuerdo con la invencion el término "receptor de antigeno quimérico (CAR)" es sinénimo de los términos "receptor de
célula T quimérico" y "receptor de células T artificial".

Estos términos se refieren a receptores ingenierizados, que confieren una especificidad arbitraria tal como la especificidad
de un anticuerpo monoclonal en una célula inmunitaria efectora tal como una célula T. De esta forma, pueden generarse
un gran numero de células T especificas de cancer para la transferencia adoptiva de células. Por lo tanto, un CAR puede
estar presente en las células T, por ejemplo, en lugar de, o ademas de, el propio receptor de células T de las células T.
Tales células T no requieren necesariamente el procesamiento y la presentacion de un antigeno para el reconocimiento
de la célula diana si no que pueden reconocer preferentemente con especificidad cualquier antigeno presente en una
célula diana. Preferentemente, dicho CAR se expresa en la superficie de las células. Para el propésito de la presente
invencion las células T que comprenden un CAR se comprenden por el término "célula T" como se usa en la presente
descripcion.

De acuerdo con la invencion, el término "CAR" (o "receptor de antigeno quimérico") se refiere a un receptor artificial que
comprende una sola molécula o un complejo de moléculas que reconoce, es decir, que se unen a, una estructura diana
(por ejemplo, un antigeno) sobre una célula diana tal como una célula cancerosa (por ejemplo, mediante la unién de un
dominio de unién a antigeno con un antigeno expresado en la superficie de la célula diana) y puede conferir especificidad
a una célula efectora inmunitaria tal como una célula T que expresa dicho CAR en la superficie celular. Preferentemente,
el reconocimiento de la estructura diana mediante un CAR resulta en la activacion de una célula efectora inmunitaria que
expresa dicho CAR. Un CAR puede comprender una o mas unidades de proteina, dichas unidades de proteina
comprenden uno o mas dominios como se describid en la presente descripcion. El término "CAR" no incluye los receptores
de células T.

En una modalidad, un fragmento variable de cadena sencilla (scFv) derivado de un anticuerpo monoclonal se fusiona a
CD3-zeta transmembranal y de endodominio. Tales moléculas resultan en la transmision de una sefial zeta en respuesta
al reconocimiento por el scFv de su diana antigénica en una célula diana y la muerte de la célula diana que expresa el
antigeno diana. Los dominios de reconocimiento de antigenos que pueden usarse ademas, incluyen entre otros las
cadenas sencillas alfa y beta del receptor de célula T (TCR). De hecho, casi cualquier cosa que se una a una diana
determinada con alta afinidad puede usarse como un dominio de reconocimiento de antigenos.

Seguido del reconocimiento de los antigenos, los receptores se agrupan y se transmite una sefal a la célula. A este
respecto, un "dominio de sefalizaciéon de células T" es un dominio, preferentemente un endodominio, que transmite una
sefial de activacion a la célula T después que se une el antigeno. El componente de endodominio mas utilizado es CD3-
zeta.

La terapia de transferencia adoptiva de células con células T ingenierizadas con CAR que expresan receptores de
antigeno quiméricos es un terapéutico anticancerigeno prometedor debido a que las células T modificadas con CAR
pueden ingenierizarse para hacer diana virtualmente cualquier antigeno tumoral. Por ejemplo, las células T de los
pacientes pueden modificarse genéticamente (genéticamente modificadas) para expresar CAR dirigidos especificamente
hacia los antigenos en las células tumorales de los pacientes, después se inyectan nuevamente al paciente.

De acuerdo con la invencion, un CAR puede sustituir la funcion de un receptor de célula Ty, en particular, puede conferir
reactividad tal como la actividad citolitica a una célula tal como una célula T. Sin embargo, en contraste con la unién del
receptor de células T a un complejo antigeno péptido-MHC, un CAR puede unirse a un antigeno, en particular cuando se
expresa en la superficie celular.

De acuerdo con la invencion, los CAR pueden comprender generalmente tres dominios.

El primer dominio es el dominio de unién que reconoce y se une al antigeno.

El segundo dominio es el dominio de coestimulacion. El dominio de coestimulacion sirve para potenciar la proliferacion y
supervivencia de los linfocitos citotéxicos después de la unién del CAR a una porcion diana. La identidad del dominio de
coestimulacion esta limitada solo porque este tiene la capacidad de potenciar la proliferacion celular y la supervivencia
después de la union de la porcion diana mediante el CAR. Los dominios de coestimulacién adecuados incluyen CD28,
CD137 (4-1BB), un miembro de la familia de receptores del factor de necrosis tumoral (TNF), CD134 (OX40), un miembro
de la superfamilia de receptores TNFR y CD278 (ICOS), una molécula coestimuladora de la superfamilia CD28 expresada
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en células T activadas. La persona experta comprendera que las variantes de secuencia de estos dominios de
coestimulacion observados pueden usarse sin afectar negativamente a la invenciéon, donde las variantes tienen la misma
actividad o actividad similar que el dominio en el que se modelan. Tales variantes tendran al menos aproximadamente 80
% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos del dominio del que se derivan. En algunas modalidades
de la invencidn, las construcciones CAR comprenden dos dominios de coestimulacién. Si bien las combinaciones
particulares incluyen todas las variaciones posibles de los cuatro dominios sefialados, los ejemplos especificos incluyen
CD28+CD137 (4-1BB) y CD28+CD134 (OX40).

El tercer dominio es el dominio de sefalizacion de activacion (o dominio de sefializacion de células T). El dominio de
sefializacion de activacion sirve para activar linfocitos citotoxicos después de la unidon del CAR al antigeno. La identidad
del dominio de sefializacion de activacion se limita solamente en que este tiene la capacidad de inducir la activacion del
linfocito citotdxico seleccionado después de la union del antigeno por el CAR. Los dominios de sefializacién de activacion
adecuados incluyen la cadena CD3 [zeta] de células T y el receptor Fc [gamma]. El experto a entendera que las variantes
de secuencia de estos dominios de sefializacion de activacion observados pueden usarse sin afectar negativamente a la
invencion, donde las variantes tienen la misma actividad o actividad similar que el dominio en el que se modelan. Tales
variantes tendran al menos aproximadamente 80 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos del
dominio del que se derivan.

Los CAR pueden comprender los tres dominios, juntos en forma de una proteina de fusion. Tales proteinas de fusion
generalmente comprenderan un dominio de unién, uno o mas dominios de coestimulacion, y un dominio de sefializacion
de activacion, unido en una direccién N-terminal a C-terminal. Sin embargo, los CAR no se limitan a esta disposicion y
otras disposiciones son aceptables e incluyen un dominio de unién, un dominio de sefalizacién de activacion, y uno o
mas dominios de coestimulaciéon. Se debe entender que debido a que el dominio de unién debe ser libre para unirse al
antigeno, la colocacion del dominio de union en la proteina de fusidon generalmente sera tal que se logre la exposicion de
la region sobre el exterior de la célula. De la misma manera, debido a que los dominios de coestimulacion y sefializacion
de activacion sirven para inducir la actividad y la proliferacion de los linfocitos citotoxicos, la proteina de fusion
generalmente presentara estos dos dominios en el interior de la célula. Los CAR pueden incluir elementos adicionales,
tales como un péptido sefial para garantizar la exportacion adecuada de la proteina de fusion a la superficie de las células,
un dominio transmembrana para garantizar que la proteina de fusidn se mantenga como una proteina integral de
membrana y un dominio de bisagra (o region espaciadora) que imparte flexibilidad al dominio de unién y permite una unién
fuerte al antigeno.

Las células usadas junto con el sistema CAR de la presente invencion son preferentemente células T, en particular
linfocitos citotoxicos, preferentemente seleccionados de células T citotdxicas, células asesinas naturales (NK), y células
asesinas activadas por linfocinas (LAK). Después de la activacion, cada uno de estos linfocitos citotéxicos desencadena
la destruccion de las células diana. Por ejemplo, las células T citotoxicas desencadenan la destruccion de las células
diana por uno o ambos de los siguientes medios. Primero, después de la activacion, las células T liberan citotoxinas tales
como perforina, granzimas, y granulisina. La perforina y la granulisina crean poros en la célula diana, y las granzimas
entran en la célula y desencadenan una cascada de caspasas en el citoplasma que induce la apoptosis (muerte celular
programada) de la célula. Segundo, la apoptosis puede inducirse mediante la interaccion de los ligando Fas-Fas entre las
células T y las células diana. Los linfocitos citotdxicos seran, preferentemente, células autélogas, aunque pueden usarse
células heterdlogas o células alogénicas.

Pueden usarse una diversidad de métodos para introducir construcciones CAR en las células T, que incluyen la
transfeccion de ADN no viral, los sistemas basados en transposones y los sistemas basados en virus. La transfeccion de
ADN no viral tiene un bajo riesgo de mutagénesis insercional. Los sistemas basados en transposones pueden integrar los
transgenes de manera mas eficiente que los plasmidos que no contienen un elemento de integracion. Los sistemas
basados en virus incluyen el uso de retrovirus y y vectores lentivirales. Los retrovirus y son relativamente faciles de
producir, transducen de manera eficiente y permanente las células T, y preliminarmente han demostrado su seguridad
desde el punto de vista de la integracion en las células T humanas primarias. Los vectores lentivirales ademas transducen
de manera eficiente y permanente las células T, pero su fabricacion es mas costosa. Ademas, son potencialmente mas
seguros que los sistemas basados en retrovirus.

El ARN descrito en la presente descripcion (por ejemplo, que se obtiene mediante el uso de una molécula de acido
nucleico descrita en la presente descripcion como un molde de transcripcion) es Util ademas en la reprogramacion o la
desdiferenciacion de células somaticas en células similares a las células madre, es decir, células que tienen caracteristicas
de células madre, in vitro o en vivo. Esto puede implicar la expresion transitoria de factores de reprogramacion in vitro o
en vivo para iniciar los procesos de reprogramacion o desdiferenciacion en las células. Por lo tanto, en una modalidad, el
péptido o la proteina codificada por un acido nucleico tal como el ARN descrito en la presente descripcion es un factor
que permite la reprogramacion de células somaticas en células que tienen caracteristicas de células madre. Las células
similares a células madre pueden proporcionarse de acuerdo con la invencion sin generar embriones o fetos. La
desdiferenciacion de las células somaticas en células que tienen caracteristicas de células madre, en particular la
pluripotencia, puede realizarse mediante la introduccion del ARN codificante para factores que inducen la
desdiferenciacion de las células somaticas en las células somaticas (ademas denominados factores de transcripcion de
reprogramacion (rTF)) y mediante el cultivo de las células somaticas que permiten que las células se desdiferencien.
Después de desdiferenciarse, las células podrian inducirse a rediferenciarse en el mismo o diferente tipo de célula
somatica tal como neuronal, hematopoyética, muscular, epitelial, y otros tipos de células. Por lo tanto, tales células
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similares a células madres tienen aplicaciones médicas para el tratamiento de enfermedades degenerativas mediante
"terapia celular" y pueden usarse en estrategias terapéuticas novedosas en el tratamiento de trastornos cardiacos,
neurolégicos, endocrinos, vasculares, retinianos, dermatoldgicos, musculoesqueléticos, y otras enfermedades.

En consecuencia, la invencién se refiere, ademas, a un método para proporcionar células que tienen caracteristicas de
células madre que comprende las etapas de (i) proporcionar una poblacién celular que comprende células somaticas, (ii)
introducir el ARN de la invencion capaz de expresar uno o mas factores que permiten la reprogramacion de las células
somaticas a células que tienen caracteristicas de células madre en las células somaticas, y (iii) permitir el desarrollo de
células que tienen caracteristicas de células madre. En una modalidad, el método comprende, ademas, introducir en las
células somaticas miARN que potencia la reprogramacion de las células somaticas a células que tienen caracteristicas
de células madre.

En una modalidad, el uno o mas factores comprenden OCT4 y SOX2. El uno o mas factores pueden comprender, ademas,
KLF4 y/o c-MYC y/o NANOG y/o LIN28. En una modalidad, el uno o mas factores comprenden OCT4, SOX2, KLF4 y c-
MYC y pueden comprender, ademas, LIN28 y opcionalmente NANOG. En una modalidad, el uno o mas factores
comprenden OCT4, SOX2, NANOG y LIN28.

En una modalidad, el método comprende, ademas, la etapa de cultivar las células somaticas en presencia de al menos
un inhibidor de histona desacetilasa, en donde el al menos un inhibidor de histona desacetilasa comprende,
preferentemente, acido valproico, butirato de sodio, tricostatina A y/o scriptaid.

En una modalidad, la etapa (iii) comprende cultivar las células somaticas en condiciones de cultivo de células madre
embrionarias.

En una modalidad, las caracteristicas de las células madre comprenden una morfologia de células madre embrionarias.

En una modalidad, las células que tienen caracteristicas de células madre tienen cariotipos normales, expresan actividad
de telomerasa, expresan marcadores de superficie celular que son caracteristicos para células madre embrionarias y/o
expresan genes que son caracteristicos para células madre embrionarias.

En una modalidad, las células que tienen caracteristicas de células madre exhiben un estado pluripotente.

En una modalidad, las células que tienen caracteristicas de células madre tienen el potencial de desarrollo para
diferenciarse en derivados avanzados de todas las tres capas germinales primarias.

En una modalidad, las células somaticas son fibroblastos tales como fibroblastos de pulmoén, fibroblastos de prepucio o
fibroblastos dérmicos. Preferentemente, las células somaticas son células humanas.

En una modalidad, el ARN se introduce en las células somaticas mediante electroporacién o lipofeccién. En una
modalidad, el ARN se introduce en las células somaticas repetitivamente.

En una modalidad, la introduccion de ARN capaz de expresar determinados factores, como se describié en la presente
descripcion, en células somaticas resulta en la expresion de dichos factores durante un periodo prolongado de tiempo,
preferentemente, durante al menos 10 dias, preferentemente, durante al menos 11 dias y con mayor preferencia durante
al menos 12 dias. Para lograr tal expresion a largo plazo, el ARN se introduce preferentemente periédicamente (es decir,
repetitivamente) en las células mas de una vez, preferentemente, mediante el uso de electroporacion. Preferentemente,
el ARN se introduce en las células al menos dos veces, con mayor preferencia al menos 3 veces, con mayor preferencia
al menos 4 veces, incluso con mayor preferencia al menos 5 veces hasta, preferentemente, 6 veces, con mayor
preferencia hasta 7 veces o incluso hasta 8, 9 o 10 veces, preferentemente durante un periodo de tiempo de al menos 10
dias, preferentemente durante al menos 11 dias y con mayor preferencia durante al menos 12 dias para asegurar la
expresion de uno o mas factores durante un periodo de tiempo prolongado. Preferentemente, los periodos de tiempo
transcurridos entre las introducciones repetidas del ARN son de 24 horas a 120 horas, preferentemente de 48 horas a 96
horas. En una modalidad, los periodos de tiempo que transcurren entre las introducciones repetidas del ARN no son mas
de 72 horas, preferentemente no mas de 48 horas o 36 horas. En una modalidad, antes de la siguiente electroporacion,
se permite que las células se recuperen de la electroporacién previa. En cualquier caso, las condiciones deben
seleccionarse de manera que los factores se expresen en las células en cantidades y durante periodos de tiempo que
sustenten el proceso de reprogramacion.

Una "célula madre" es una célula con la capacidad de autorrenovarse, permanecer indiferenciada, y diferenciarse. Una
célula madre puede dividirse sin limite, durante al menos el tiempo de vida del animal en el que reside naturalmente. Una
célula madre no esta terminalmente diferenciada; no esta en la etapa final de una via de diferenciacién. Cuando una célula
madre se divide, cada célula hija puede permanecer como una célula madre o embarcarse en un curso que conduce a la
diferenciacion terminal.

Las células madre totipotentes son células que tienen propiedades de diferenciacion totipotencial y que son capaces de
desarrollarse en un organismo completo. Esta propiedad es poseida por las células hasta la etapa de 8 células después

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2753201 T3

de la fertilizacion del ovocito por los espermatozoides. Cuando estas células se aislan y se trasplantan al uUtero, pueden
convertirse en un organismo completo.

Las células madre pluripotentes son células capaces de desarrollarse en diversas células y tejidos derivados de las capas
ectodérmica, mesodérmica y endodérmica. Las células madre pluripotentes que se derivan de la masa celular interna
ubicada en el interior del blastocisto, que se generan 4-5 dias después de la fertilizacion se denominan "células madre
embrionarias" y pueden diferenciarse en células de diversos tejidos, pero no pueden formar nuevos organismos vivos.

Las células madre multipotentes son células madre que se diferencian normalmente solo en tipos de células especificas
de su tejido y érgano de origen. Las células madre multipotentes estan involucradas no solo en el crecimiento y el
desarrollo de diversos tejidos y 6rganos durante los periodos fetal, neonatal y adulto, sino ademas en el mantenimiento
de la homeostasis del tejido adulto y la funcién de inducir la regeneracion después del dafio tisular. Las células
multipotentes especificas de tejido se denominan colectivamente "células madre adultas".

Una "célula madre embrionaria" o "ESC" es una célula madre que esta presente o se aisla de un embriéon. Puede ser
pluripotente, que tiene la capacidad de diferenciarse en todas y cada una de las células presentes en el organismo, o
multipotente, con la capacidad de diferenciarse en mas de un tipo de célula.

Como se usa en la presente descripcién, "embrion" se refiere a un animal en las primeras etapas de su desarrollo. Estas
etapas se caracterizan por la implantacion y la gastrulacion, donde se definen y establecen las tres capas germinales y
mediante la diferenciacion de las capas germinales en los érganos y sistemas de 6rganos respectivos. Las tres capas
germinales son el endodermo, el ectodermo y el mesodermo.

Un "blastocisto" es un embrién en una etapa temprana del desarrollo en el que el 6évulo fertilizado experimenta la escision,
y se forma o se ha formado una capa esférica de células que rodean una cavidad llena de liquido. Esta capa esférica de
células es el trofoectodermo. Dentro del trofoectodermo hay un grupo de células denominado masa celular interna (ICM).
El trofoectodermo es el precursor de la placenta, y la ICM es la precursora del embrion.

Una célula madre adulta, llamada ademas célula madre somatica, es una célula madre que se encuentra en un adulto.
Una célula madre adulta se encuentra en un tejido diferenciado, puede autorrenovarse, y puede diferenciarse, con algunas
limitaciones, para producir tipos de células especializadas de su tejido de origen. Los ejemplos incluyen células madre
mesenquimales, células madre hematopoyéticas, y células madre neurales.

Una "célula diferenciada" es una célula madura que ha experimentado cambios progresivos en el desarrollo a una forma
o funcién mas especializada. La diferenciacion celular es el proceso que experimenta una célula a medida que madura a
un tipo de célula claramente especializado. Las células diferenciadas tienen caracteristicas distintas, realizan funciones
especificas, y tienen menos probabilidades de dividirse que sus contrapartes menos diferenciadas.

Una célula "indiferenciada”, por ejemplo, una célula inmadura, embrionaria, o primitiva, tipicamente tiene una apariencia
inespecifica, puede realizar multiples actividades no especificas, y puede desempefiarse mal, si es que lo hace, en
funciones realizadas tipicamente por células diferenciadas.

"Célula somatica" se refiere a todas y cada una de las células diferenciadas y no incluye células madre, células germinales,
0 gametos. Preferentemente, "célula somatica" como se usa en la presente descripcion se refiere a una célula diferenciada
terminalmente.

Como se usa en la presente descripcion, "comprometido” se refiere a las células que se consideran comprometidas
permanentemente con una funcién especifica. Las células comprometidas ademas se denominan "células diferenciadas
terminalmente”.

Como se usa en la presente descripcion, "diferenciacion” se refiere a la adaptacion de las células para una forma o funcién
particular. En las células, la diferenciacién conduce a una célula mas comprometida.

Como se usa en la presente descripcion, "desdiferenciacion” se refiere a la pérdida de especializacion en forma o funcion.
En las células, la desdiferenciacién conduce a una célula menos comprometida.

Como se usa en la presente descripcion, "reprogramacion” se refiere al restablecimiento del programa genético de una
célula. Una célula reprogramada exhibe, preferentemente, pluripotencia.

Los términos "desdiferenciada" y "reprogramada” o términos similares se usan indistintamente en la presente descripcion
para designar células derivadas de células somaticas que tienen caracteristicas de células madre. Sin embargo, dichos
términos no pretenden limitar el tema descrito en la presente descripcion por consideraciones mecanisticas o funcionales.

El término "ARN que induce el desarrollo de caracteristicas de células madre" o "ARN capaz de expresar uno o mas

factores que permiten la reprogramacion de las células somaticas a células que tienen caracteristicas de células madre"
se refiere al ARN que cuando se introduce en una célula somatica induce a la célula a desdiferenciarse.
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Como se usa en la presente descripcion, "célula germinal” se refiere a una célula reproductiva tal como un espermatocito
0 un ovocito, o una célula que se convertira en una célula reproductiva.

Como se usa en la presente descripcion, "pluripotente” se refiere a células que pueden dar lugar a cualquier tipo de célula,
excepto las células de la placenta u otras células de soporte del utero.

Los términos tales como "célula que tiene caracteristicas de células madre", "célula que tiene propiedades de células
madre" o "célula similar a células madre" se usan en la presente descripcion para designar células que, aunque derivan
de células somaticas diferenciadas que no son células madre, exhiben una o mas caracteristicas tipicas de células madre,
en particular de células madre embrionarias. Tales caracteristicas incluyen una morfologia de células madre embrionarias,
tal como colonias compactas, alta relacion de nucleo a citoplasma y nucléolos prominentes, cariotipos normales, expresion
de actividad de telomerasa, expresion de marcadores de superficie celular que son caracteristicos de células madre
embrionarias, y/o la expresion de genes que son caracteristicos de las células madre embrionarias. Los marcadores de
superficie celular que son caracteristicos de las células madre embrionarias se seleccionan, por ejemplo, del grupo que
consiste en antigeno embrionario especifico de etapa 3 (SSEA-3), SSEA-4, antigeno relacionado con tumores 1-60 (TRA-
1-60), TRA-1-81, y TRA-2-49/6E. Los genes que son caracteristicos de las células madre embrionarias se seleccionan,
por ejemplo, del grupo que consiste en OCT4 enddgeno, NANOG enddgeno, factor de crecimiento y diferenciacion 3
(GDF3), expresion reducida 1 (REX1), factor de crecimiento de fibroblastos 4 (FGF4), gen especifico de células
embrionarias 1 (ESG1), asociado al desarrollo pluripotencial 2 (DPPA2), DPPA4, y telomerasa transcriptasa inversa
(TERT). En una modalidad, la una o mas caracteristicas tipicas de las células madre incluyen la pluripotencia.

En una modalidad de la invencion, las caracteristicas de las células madre comprenden una morfologia de células madre
embrionarias, en donde dicha morfologia de células madre embrionarias comprende, preferentemente, criterios
morfolégicos seleccionados del grupo que consiste en colonias compactas, alta relacion de nucleo a citoplasma y
nucléolos prominentes. En determinadas modalidades, las células que tienen caracteristicas de células madre tienen
cariotipos normales, expresan actividad de telomerasa, expresan marcadores de superficie celular que son caracteristicos
de células madre embrionarias y/o expresan genes que son caracteristicos de células madre embrionarias. Los
marcadores de superficie celular que son caracteristicos de las células madre embrionarias pueden seleccionarse del
grupo que consiste en antigeno embrionario especifico de etapa 3 (SSEA-3), SSEA-4, antigeno relacionado con tumores
1-60 (TRA-1-60), TRA-1-81, y TRA-2-49/6E y los genes que son caracteristicos de las células madre embrionarias pueden
seleccionarse del grupo que consiste en OCT4 enddgeno, NANOG endogeno, factor de crecimiento y diferenciacion 3
(GDF3), expresion reducida 1 (REX1), factor de crecimiento de fibroblastos 4 (FGF4), gen especifico de células
embrionarias 1 (ESG1), asociado al desarrollo pluripotencial 2 (DPPA2), DPPA4 y telomerasa transcriptasa inversa
(TERT).

Preferentemente, las células que tienen caracteristicas de células madre son células somaticas desdiferenciadas y/o
reprogramadas. Preferentemente, las células que tienen caracteristicas de células madre exhiben las caracteristicas
esenciales de las células madre embrionarias tal como un estado pluripotente. Preferentemente, las células que tienen
caracteristicas de células madre tienen el potencial de desarrollo para diferenciarse en derivados avanzados de todas las
tres capas germinales primarias. En una modalidad, la capa germinal primaria es el endodermo y el derivado avanzado
es el tejido epitelial similar al intestino. En una modalidad adicional, la capa germinal primaria es el mesodermo y el
derivado avanzado es el musculo estriado y/o el cartilago. Aun en una modalidad adicional, la capa germinal primaria es
el ectodermo y el derivado avanzado es el tejido neural y/o el tejido epidérmico. En una modalidad preferida, las células
que tienen caracteristicas de células madre tienen el potencial de desarrollo para diferenciarse en células neuronales y/o
células cardiacas.

En una modalidad, las células somaticas son células madre embrionarias derivadas de células somaticas con un fenotipo
mesenquimatoso. En una modalidad preferida, las células somaticas son fibroblastos tales como fibroblastos fetales o
fibroblastos postnatales o queratinocitos, preferentemente, queratinocitos derivados del foliculo piloso. En modalidades
adicionales, los fibroblastos son fibroblastos de pulmén, fibroblastos de prepucio o fibroblastos dérmicos. En modalidades
particulares, los fibroblastos son fibroblastos como los depositados en la Coleccion Americana de Tipos de Cultivos
(ATCC) bajo el nim. de Catalogo CCL-186, como los depositados en la Coleccidon Americana de Tipos de Cultivos (ATCC)
bajo el nim. de Catalogo CRL-2097 o como los depositados en la Coleccién Americana de Tipos de Cultivos (ATCC) bajo
el num. de Catalogo CRL-2522, o como los distribuidos por System Biosciences bajo el num. de catalogo. PC501A-HFF.
En una modalidad, los fibroblastos son fibroblastos dérmicos humanos adultos. Preferentemente, las células somaticas
son células humanas. De acuerdo con la presente invencion, las células somaticas pueden modificarse genéticamente.

El término "factor" de acuerdo con la invencion cuando se usa junto con la expresion de este por ARN incluye proteinas y
péptidos, asi como también derivados y variantes de estos. Por ejemplo, el término "factor" comprende OCT4, SOX2,
NANOG, LIN28, KLF4 y c-MYC.

Los factores pueden ser de cualquier especie animal; por ejemplo, mamiferos y roedores. Los ejemplos de mamiferos
incluyen, pero no se limitan a humanos y primates no humanos. Los primates incluyen, pero no se limitan a humanos,
chimpancés, babuinos, monos cynomolgus, y cualquiera de los otros monos del Nuevo o Viejo Mundo. Los roedores
incluyen, pero no se limitan a ratén, rata, conejillo de indias, hamster y jerbo.
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De acuerdo con la presente invencion, uno o mas factores capaces de permitir la reprogramacion de células somaticas a
células que tienen caracteristicas de células madre comprenden un conjunto de factores seleccionados del grupo que
consiste en (i) OCT4 y SOX2, (ii)) OCT4, SOX2 y uno o ambos de NANOG y LIN28, (iii) OCT4, SOX2 y uno o ambos de
KLF4 y c-MYC. En una modalidad, dicho uno o mas factores capaces de expresarse por el ARN comprenden OCT4,
SOX2, NANOG y LIN28 u OCT4, SOX2, KLF4 y c-MYC. Preferentemente, el ARN se introduce en dichas células
somaticas mediante electroporacion o microinyeccion. Preferentemente, la invencion comprende, ademas, permitir el
desarrollo de células que tienen caracteristicas de células madre, por ejemplo, mediante el cultivo de la célula somatica
en condiciones de cultivo de células madre embrionarias, preferentemente, en condiciones adecuadas para mantener
células madre pluripotentes en un estado indiferenciado.

OCT4 es un factor de transcripcion de los factores de transcripcion eucariota POU y un indicador de pluripotencia de las
células madre embrionarias. Es una proteina de unién a Octémero expresada por via materna. Se ha observado que esta
presente en los ovocitos, la masa celular interna de los blastocitos y ademas en la célula germinal primordial. El gen
POUS5F1 codifica la proteina OCT4. Los sinénimos del nombre del gen incluyen OCT3, OCT4, OTF3 y MGC22487. La
presencia de OCT4 en concentraciones especificas es necesaria para que las células madre embrionarias permanezcan
indiferenciadas. Preferentemente, la "proteina OCT4" o simplemente "OCT4" se refiere a OCT4 humano.

Sox2 es un miembro de la familia de genes Sox (caja HMG relacionada con SRY) que codifica los factores de transcripcion
con un unico dominio de unién al ADN de HMG. Se ha encontrado que SOX2 controla las células progenitoras neurales
mediante la inhibiciéon de su capacidad para diferenciarse. La represion del factor resulta en la delaminacion de la zona
ventricular, que es seguida por una salida del ciclo celular. Estas células, ademas, comienzan a perder su caracter
progenitor a través de la pérdida de marcadores progenitores y de diferenciacion neuronal temprana. Preferentemente, la
"proteina SOX2" o simplemente "SOX2" se refiere a SOX2 humano.

NANOG es un gen de homeodominio de tipo NK-2, y se ha propuesto que desempefia un papel clave en el mantenimiento
de la pluripotencia de las células madre presumiblemente mediante la regulacion de la expresion de genes criticos para
la renovacion y diferenciacion de células madre embrionarias. NANOG se comporta como un activador de la transcripcion
con dos dominios de activacion inusualmente fuertes integrados en su extremo terminal C. La disminucién de la expresion
de NANOG induce la diferenciacién de las células madre embrionarias. Preferentemente, la "proteina NANOG" o
simplemente "NANOG" se refiere a NANOG humano.

LIN28 es una proteina citoplasmatica conservada con un apareamiento inusual de motivos de unién a ARN: un dominio
de choque frio y un par de dedos de zinc CCHC de tipo retroviral. En los mamiferos, es abundante en diversos tipos de
células indiferenciadas. En células pluripotentes de mamiferos, se observo LIN28 en complejos sensibles a RNasa con la
Proteina de Unién a poli(A), y en fracciones polisomales de gradientes de sacarosa, lo que sugiere que esta asociado con
la traduccion de los ARNm. Preferentemente, la "proteina LIN28" o simplemente "LIN28" se refiere a LIN28 humano.

El factor similar a Krueppel (KLF4) es un factor de transcripcion de dedos de zinc, que se expresa fuertemente en las
células epiteliales postmitéticas de diferentes tejidos, por ejemplo, el colon, el estbmago y la piel. KLF4 es esencial para
la diferenciacion terminal de estas células y se involucra en la regulacion del ciclo celular. Preferentemente, la "proteina
KLF4" o simplemente "KLF4" se refiere a KLF4 humano.

MYC (cMYC) es un protooncogén, que se sobreexpresa en una amplia gama de canceres humanos. Cuando es mutado
especificamente, o se sobreexpresa, aumenta la proliferacion celular y funciona como un oncogén. El gen MYC codifica
para un factor de transcripcion que regula la expresion del 15 % de todos los genes a través de la unién en las secuencias
de Caja Potenciadora (Cajas-E) y el reclutamiento de las histonas acetiltransferasas (HAT). MYC pertenece a la familia
de factores de transcripcion MYC, que ademas incluye los genes N-MYC y L-MYC. Los factores de transcripcion de la
familia MYC contienen el dominio bHLH/LZ (cremallera basica de leucina Hélice-Bucle-Hélice). Preferentemente, la
"proteina cMYC" o simplemente "cMYC" se refiere a cMYC humano.

Una referencia, en la presente descripcién a factores especificos tales como OCT4, SOX2, NANOG, LIN28, KLF4 o c-
MYC debe comprenderse a fin de que ademas se incluyan todas las variantes de estos factores. En particular, debe
comprenderse a fin de que ademas se incluyan todas las variantes de empalme, variantes modificadas
postraduccionalmente, conformaciones, isoformas y especies homologas de estos factores que las células expresan de
manera natural.

El término "miARN" (microARN) se relaciona con los ARN no codificantes de 21-23 nucledtidos de longitud que se
encuentran en las células eucariotas que, mediante la induccién de la degradacion y/o la prevencion de la traduccion de
los ARNm diana, modulan una gran cantidad de funciones celulares, que incluyen las relacionadas con la
autorenovacion/diferenciacion de las ESC y progresion del ciclo celular. Los miARN son reguladores postranscripcionales
que se unen a secuencias complementarias en los transcriptos de ARN mensajero diana (ARNm), que generalmente
resulta en la represion de la traduccion o en la degradacion de la diana y en el silenciamiento génico. Se ha encontrado
que los miARN en la combinacion correcta son capaces de inducir la reprogramacion celular directa de células somaticas
a células que tienen caracteristicas de células madre in vitro. Por ejemplo, se ha observado que el conglomerado de
miARN 302-367 potencia la reprogramacion de células somaticas.
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Preferentemente, la etapa de permitir el desarrollo de células que tienen caracteristicas de células madre comprende
cultivar las células somaticas en condiciones de cultivo de células madre embrionarias, preferentemente condiciones
adecuadas para mantener células madre pluripotentes en un estado indiferenciado.

Preferentemente, para permitir el desarrollo de células que tienen caracteristicas de células madre, las células se cultivan
en presencia de uno o mas inhibidores de la ADN metiltransferasa y/o uno o mas inhibidores de la histona desacetilasa.
Los compuestos preferidos se seleccionan del grupo que consiste en 5'-azacitidina (5'-azaC), acido suberoilanilida
hidroxamico (SAHA), dexametasona, tricostatina A (TSA), butirato de sodio (NaBu), Scriptaid y acido valproico (VPA).
Preferentemente, las células se cultivan en presencia de acido valproico (VPA), preferentemente, en una concentracion
de entre 0,5 y 10 mM, con mayor preferencia entre 1 y 5 mM, con la maxima preferencia en una concentracion de
aproximadamente 2 mM.

Los métodos de la presente invencion pueden usarse para efectuar la desdiferenciacién de cualquier tipo de célula
somatica. Las células que pueden usarse incluyen células que pueden ser desdiferenciadas o reprogramadas por los
métodos de la presente invencion, particularmente células que estan total o parcialmente diferenciadas, con mayor
preferencia completamente diferenciadas. Preferentemente, la célula somatica es una célula diploide derivada de
organismos multi-celulares pre-embrionarios, embrionarios, fetales y postnatales. Los ejemplos de células, que pueden
usarse incluyen pero no se limitan a fibroblastos, tales como fibroblastos fetales y neonatales o fibroblastos adultos,
queratinocitos, en particular queratinocitos primarios, con mayor preferencia queratinocitos derivados de pelo, células
adiposas, células epiteliales, células epidérmicas, condrocitos, células del cumulus, células neurales, células gliales,
astrocitos, células cardiacas, células esofagicas, células musculares, melanocitos, células hematopoyéticas, osteocitos,
macrofagos, monocitos y células mononucleares.

Las células con las que los métodos de la invencion pueden usarse pueden ser de cualquier especie animal; por ejemplo,
mamiferos y roedores. Los ejemplos de células de mamifero que pueden ser desdiferenciadas y re-diferenciadas por la
presente invencion incluyen, pero no se limitan a células de primates humanos y no humanos. Las células de primates
con la que la invencién puede realizarse incluyen pero no se limitan a las células de seres humanos, chimpancés,
babuinos, monos cynomolgus, y cualquiera de los otros monos del Nuevo o Viejo Mundo. Las células de roedores con la
que la invencion puede realizarse incluyen, pero no se limitan a células de ratén, rata, conejillo de indias, hamster y jerbo.

Las células desdiferenciadas preparadas de acuerdo con la presente invencion se espera que muestren muchos de los
mismos requisitos que las células madre pluripotentes y puedan expandirse y mantenerse en condiciones usadas para
las células madre embrionarias, por ejemplo, medio celular ES o cualquier medio que sustente el crecimiento de las células
embrionarias. Las células madre embrionarias retienen su pluripotencia in vitro cuando se mantienen sobre fibroblastos
fetales inactivados tales como fibroblastos embrionarios de ratéon o fibroblastos humanos irradiados (por ejemplo,
fibroblastos de prepucio humano, fibroblastos de piel humana, fibroblastos de endometrio humano, fibroblastos de
oviducto humano) en cultivo. En una modalidad, las células alimentadoras humanas pueden ser células alimentadoras
autdlogas derivadas del mismo cultivo de células reprogramadas por diferenciacion directa.

Ademas, las células madre embrionarias humanas pueden propagarse con éxito sobre Matrigel en un medio condicionado
con fibroblastos fetales de ratén. Las células madre humanas pueden crecer en cultivo durante un periodo de tiempo
prolongado y permanecer indiferenciadas en condiciones de cultivo especificas.

En determinadas modalidades, las condiciones de cultivo celular pueden incluir poner en contacto las células con factores
que pueden inhibir la diferenciacion o de cualquier otra manera potenciar la desdiferenciacion de las células, por ejemplo,
prevenir la diferenciacion de células en células no-ES, trofoectodermo u otros tipos de células.

Las células desdiferenciadas preparadas de acuerdo con la presente invencién pueden evaluarse mediante los métodos
que incluyen supervisar los cambios en el fenotipo de las células y caracterizar su expresioén génica y proteica. La
expresion génica puede determinarse mediante RT-PCR, y los productos de traduccion pueden determinarse mediante
inmunocitoquimica e transferencia Western. Particularmente, las células desdiferenciadas pueden caracterizarse para
determinar el patrén de expresion génica y si las células reprogramadas presentan un patron de expresion génica similar
al patrén de expresion esperado de las células de control pluripotentes indiferenciadas, tal como las células madre
embrionarias, mediante el uso de procedimientos bien conocidos en la técnica, que incluyen la transcriptomica.

La expresion de los siguientes genes de células desdiferenciadas puede evaluarse al respecto: OCT4, NANOG, factor de
crecimiento y diferenciacion 3 (GDF3), expresion reducida 1 (REX1), factor de crecimiento de fibroblastos 4 (FGF4), gen
especifico de la célula embrionaria 1 (ESG1), asociado al desarrollo pluripotencial 2 (DPPA2), DPPA4, telomerasa
transcriptasa inversa (TERT), antigeno embrionario 3 (SSEA-3), SSEA-4, antigeno asociado a tumor-1-60 (TRA-1-60),
TRA-1-81, y TRA-2-49/6E.

Las células madre embrionarias o indiferenciadas con las que pueden compararse las células reprogramadas pueden ser
de la misma especie que las células somaticas diferenciadas. Alternativamente, las células madre indiferenciadas o
embrionarias con las que pueden compararse las células reprogramadas pueden ser de una especie diferente como las
células somaticas diferenciadas.
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En algunas modalidades, existe una similitud en el patron de expresion génica entre una célula reprogramada y una célula
indiferenciada, por ejemplo, célula madre embrionaria, si determinados genes expresados especificamente en una célula
indiferenciada se expresan, ademas, en la célula reprogramada. Por ejemplo, determinados genes, por ejemplo,
telomerasa, que son tipicamente indetectables en las células somaticas diferenciadas pueden usarse para controlar la
extension de la reprogramacion. Del mismo modo, para determinados genes, la ausencia de expresion puede usarse para
evaluar la extension de la reprogramacion.

La capacidad de auto-renovacion, marcada por la induccién de la actividad de la telomerasa, es otra de las caracteristicas
de las células madre que pueden supervisarse en las células desdiferenciadas.

El analisis del cariotipo puede realizarse por medio de las extensiones de los cromosomas a partir de las células mitéticas,
cariotipado espectral, ensayos de la longitud del telébmero, hibridacion gendmica total, u otros procedimientos bien
conocidos en la técnica.

Mediante el uso de la presente invencién, el ARN codificante de los factores apropiados se incorpora en una o mas células
somaticas, por ejemplo, mediante electroporacion. Después de la incorporacion, las células se cultivan preferentemente
mediante el uso de condiciones que sustentan el mantenimiento de las células desdiferenciadas (es decir, condiciones de
cultivo de las células madre). Las células desdiferenciadas pueden expandirse después e inducir que se re-diferencien en
diferentes tipos de células somaticas que se necesitan para la terapia celular. Las células desdiferenciadas que se
obtienen de acuerdo con la presente invenciéon pueden inducirse a diferenciarse, in vitro o in vivo, en uno o mas tipos de
células somaticas deseadas.

Preferentemente, las células desdiferenciadas que se obtienen de acuerdo con la presente invencion pueden dar lugar a
células de cualquiera de las tres capas germinales embrionarias, es decir, endodermo, mesodermo, y ectodermo. Por
ejemplo, las células desdiferenciadas pueden diferenciarse en musculo esquelético, esqueleto, dermis de la piel, tejido
conectivo, sistema urogenital, corazén, sangre (células linfaticas), y bazo (mesodermo); estémago, colon, higado,
pancreas, vejiga urinaria; revestimiento de la uretra, partes epiteliales de la traquea, pulmones, faringe, tiroides,
paratiroides, intestino (endodermo); o del sistema nervioso central, retina y cristalino, craneo y sensorial, ganglios y
nervios, células de pigmento, tejido conectivo de la cabeza, epidermis, pelo, glandulas mamarias (ectodermo). Las células
desdiferenciadas que se obtienen de acuerdo con la presente invencién pueden re-diferenciarse in vitro o in vivo mediante
el uso de procedimientos conocidos en la técnica.

En una modalidad de la presente invencion, las células reprogramadas que resultan de los métodos de esta invencion se
usan para producir una progenie diferenciada. Por lo tanto, en un aspecto, la presente invencién proporciona un método
para producir células diferenciadas, que comprende: (i) obtener células reprogramadas mediante el uso de los métodos
de esta invencion; e (ii) inducir la diferenciacion de las células reprogramadas para producir células diferenciadas. La
etapa (ii) puede realizarse in vivo o in vitro. Ademas, la diferenciacion puede inducirse a través de la presencia de factores
de diferenciacién apropiados, que pueden o bien afiadirse o estan presentes in situ, por ejemplo, en un cuerpo, un érgano
o tejido en el que se introdujeron las células reprogramadas. Las células diferenciadas pueden usarse para derivar las
células, tejidos y/u 6rganos que se usan ventajosamente en el area de trasplante de células, tejidos y/u érganos. Si se
desea, las modificaciones genéticas pueden introducirse, por ejemplo, en células somaticas antes de la reprogramacion.
Las células diferenciadas de la presente invencién preferentemente no poseen la pluripotencia de una célula madre
embrionaria, o una célula germinal embrionaria, y son, en esencia, células especificas de tejido parcial o totalmente
diferenciadas.

Una ventaja de los métodos de la presente invencion es que las células reprogramadas que se obtienen mediante la
presente invencion pueden diferenciarse sin previa selecciéon o purificacién o establecimiento de una linea celular. En
consecuencia, en determinadas modalidades, una poblacién heterogénea de células que comprenden células
reprogramadas se diferencian en un tipo celular deseado. En una modalidad, una mezcla de células que se obtienen a
partir de los métodos de la presente invencion se expone a uno o mas factores de diferenciacion y se cultivan in vitro.

Los métodos de diferenciacion de las células reprogramadas que se obtienen por los métodos descritos en la presente
descripcion pueden comprender una etapa de permeabilizacion de la célula reprogramada. Por ejemplo, las células
generadas mediante las técnicas de reprogramacion descritas en la presente descripcion, o alternativamente una mezcla
heterogénea de células que comprenden células reprogramadas, pueden permeabilizarse antes de la exposicién a uno o
mas factores de diferenciacion o extracto celular u otra preparacion que comprende factores de diferenciacion.

Por ejemplo, las células diferenciadas pueden obtenerse mediante el cultivo de las células reprogramadas indiferenciadas
en presencia de al menos un factor de diferenciacion y seleccionarse de células diferenciadas a partir del cultivo. La
seleccion de células diferenciadas puede basarse en el fenotipo, tal como la expresion de ciertos marcadores celulares
presentes en las células diferenciadas, o mediante ensayos funcionales (por ejemplo, la capacidad de realizar una o mas
funciones de un tipo de célula diferenciada en particular).

En otra modalidad, las células reprogramadas de acuerdo con la presente invencién se modifican genéticamente mediante
la adicion, delecion, o modificacion de su(s) secuencia(s) de ADN.
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Las células reprogramadas o desdiferenciadas preparadas de acuerdo con la presente invencion o las células derivadas
de las células reprogramadas o desdiferenciadas son utiles en la investigacion y en la terapia. Las células pluripotentes
reprogramadas pueden diferenciarse en cualquiera de las células en el cuerpo, que incluyen, sin limitacion, células de la
piel, cartilago, musculo esquelético 6seo, musculo cardiaco, renales, hepaticas, sangre y formadoras de la sangre,
precursoras vasculares y endotelio vascular, beta pancreaticas, neuronas, glias, retinales, neuronales, intestinales,
pulmonares, y hepaticas.

Las células reprogramadas son Utiles para la terapia regenerativa/reparadora y pueden trasplantarse a un paciente que
lo necesite. En una modalidad, las células son autélogas con el paciente.

Las células reprogramadas proporcionadas de acuerdo con la presente invencién pueden usarse, por ejemplo, en las
estrategias terapéuticas en el tratamiento de trastornos cardiacos, neurolégicos, endocrinos, vasculares, retineanos,
dermatoldgicos, muscular-esqueléticos, y otras enfermedades.

Por ejemplo, y sin pretender ser una limitacion, las células reprogramadas de la presente invencion pueden usarse para
reponer las células en animales cuyas células naturales se agotaron debido a la edad o a la terapia de ablacion tales
como radioterapia y quimioterapia del cancer. En otro ejemplo no limitante, las células reprogramadas de la presente
invencion son utiles en la regeneracion de 6rganos y en la reparacion de tejidos. En una modalidad de la presente
invencion, las células reprogramadas pueden usarse para revitalizar el tejido muscular dafiado que incluye los musculos
distroficos y los musculos dafiados por eventos isquémicos, tales como infartos de miocardio. En otra modalidad de la
presente invencion, las células reprogramadas descritas en la presente descripcion pueden usarse para mejorar la
cicatrizacion en los animales, que incluyen los humanos, después de una lesiéon traumatica o de la cirugia. En esta
modalidad, las células reprogramadas de la presente invencion se administran sistémicamente, tal como por via
intravenosa, y migran al sitio del tejido recién traumatizado reclutadas por las citoquinas circulantes que se secretan por
las células dafiadas. En otra modalidad de la presente invencion, las células reprogramadas pueden administrarse
localmente a un sitio de tratamiento que lo necesita o en reparacion o regeneracion.

En una modalidad de la invencion, los acidos nucleicos tal como el ARN se administran a un paciente mediante métodos
ex vivo, es decir, mediante la extraccion de células de un paciente, la modificacion genética de dichas células y la
reintroduccion de las células modificadas en el paciente. La transfeccion y los métodos de transduccion se conocen por
el experto en la técnica.

El término "transfeccién" se refiere a la introduccion de acidos nucleicos, en particular ARN, en una célula. Para los
propésitos de la presente invencion, el término "transfeccion” también incluye la introduccion de un acido nucleico en una
célula o la captacion de un acido nucleico por tal célula, en donde la célula puede estar presente en un sujeto, por ejemplo,
un paciente. Por lo tanto, de acuerdo con la presente invencién, una célula para la transfecciéon de un acido nucleico
descrito en la presente descripcion puede estar presente in vitro o in vivo, por ejemplo, la célula puede formar parte de un
6rgano, un tejido y/o un organismo de un paciente. De acuerdo con la invencion, la transfeccion puede ser transitoria o
estable. Para algunas aplicaciones de la transfeccion, es suficiente si el material genético transfectado se expresa solo
transientemente. Como el acido nucleico que se introduce en el proceso de transfeccidon no se integra usualmente en el
genoma nuclear, el acido nucleico extrafio se diluira a través de la mitosis o se degradara. Las células que permiten la
amplificacion episomal de acido nucleicos reducen grandemente la tasa de la dilucién. Si se desea que el acido nucleico
transfectado permanezca realmente en el genoma de la célula y sus células hijas, debe ocurrir una transfeccion estable.
El ARN puede transfectarse en las células para expresar transientemente su proteina codificada.

De acuerdo con la presente invencion, puede usarse cualquier técnica util para introducir, es decir, transferir o transfectar
acidos nucleicos en las células. Preferentemente, el ARN se transfecta en células mediante técnicas estandar. Tales
técnicas incluyen electroporacion, lipofeccién y microinyeccion. En una modalidad particularmente preferida de la presente
invencion, el ARN se introduce en las células mediante electroporacién. La electroporacion o electropermeabilizacion se
refiere a un aumento significativo en la conductividad eléctrica y la permeabilidad de la membrana plasmatica celular
causada por un campo eléctrico aplicado externamente. Por lo general, se usa en biologia molecular como una via para
introducir alguna sustancia en una célula. De acuerdo con la invencion, se prefiere que la introduccion de acido nucleico
codificante para una proteina o péptido en las células resulte en la expresion de dicha proteina o péptido.

De acuerdo con la invencion, los acidos nucleicos pueden dirigirse a células particulares. En tales modalidades, un
vehiculo usado para la administracién de un acido nucleico a una célula (por ejemplo, un retrovirus o un liposoma) puede
tener una molécula de direccionamiento. Por ejemplo, una molécula, tal como un anticuerpo especifico para una proteina
de la superficie de la membrana en la célula diana, o un ligando para un receptor en la célula diana puede incorporarse
en, o unirse al vehiculo de acido nucleico. Si se desea la administracién de un acido nucleico mediante liposomas, en la
formulacién del liposoma pueden incorporarse proteinas que se unen a una proteina de la superficie de la membrana
asociada con la endocitosis para facilitar el direccionamiento y/o la absorcion. Tales proteinas incluyen proteinas de la
capsida o fragmentos de estas que son especificas para un tipo particular de células, anticuerpos para proteinas que se
internalizan, y proteinas que se dirigen a un sitio intracelular, y similares.
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El término "reportero” se refiere a una molécula, tipicamente un péptido o proteina, que esta codificada por un gen
reportero y se mide en un ensayo reportero. Los sistemas convencionales usualmente emplean un reportero enzimatico
y miden la actividad de dicho reportero.

El término "sitio de clonacion multiple" se refiere a una region de acido nucleico que contiene sitios de enzimas de
restriccion, cualquiera de los cuales puede usarse para la escision de, por ejemplo, un vector y la insercion de un acido
nucleico.

De acuerdo con la invencion, dos elementos tales como nucleétidos o aminoacidos son consecutivos, si estan
directamente adyacentes entre si, sin ninguna interrupcion. Por ejemplo, una secuencia de x nucleétidos consecutivos N
se refiere a la secuencia (N)x.

La "endonucleasa de restriccion" o "enzima de restriccion" se refiere a una clase de enzimas que escinden los enlaces
fosfodiéster en ambas cadenas de una molécula de ADN dentro de secuencias de bases especificas. Estas reconocen
sitios de union especificos, denominados secuencias de reconocimiento, en una molécula de ADN de doble cadena. Los
sitios en los que dichos enlaces fosfodiéster en el ADN son escindidos por dichas enzimas se denominan como sitios de
escision. En el caso de las enzimas tipo IS, el sitio de escision se ubica a una distancia definida del sitio de unién al ADN.
De acuerdo con la invencion, el término "endonucleasa de restriccion" comprende, por ejemplo, las enzimas Sapl, Ecil,
Bpil, Aarl, Alol, Bael, BbvCl, Ppil y Psrl, BsrD1, Btsl, Earl, Bmrl, Bsal, BsmBl, Faul, Bbsl, BciVI, BfuAl, BspMI, BseRl, Ecil,
BtgZI, BpuEl, Bsgl, Mmel, CspCl, Bael, BsaMI, Mva1269I, Pctl, Bse3DlI, BseMI, Bst6l, Eam1104I1, Ksp632I, Bfil, Bso31l,
BspTNI, Eco31l, Esp3l, Bful, Acc36l, Aarl, Eco571, Eco57MI, Gsul, Alol, Hin4l, Ppil, y Psrl.

El término "estabilidad" del ARN se refiere a la "vida media" del ARN. La "vida media" se refiere al periodo de tiempo que
se necesita para eliminar la mitad de la actividad, cantidad, o numero de moléculas. En el contexto de la presente
invencion, la vida media de un ARN es indicativa de la estabilidad de dicho ARN.

Los acidos nucleicos tales como el ARN descrito en la presente descripcidon, en particular cuando se usan para los
tratamientos descritos en la presente descripcion, pueden presentarse en forma de una composicién farmacéutica o kit
que comprende el acido nucleico y, opcionalmente, uno o mas vehiculos, diluyentes y/o excipientes aceptables
farmacéuticamente.

Las composiciones farmacéuticas son, preferentemente, estériles y contienen una cantidad eficaz del acido nucleico.

Las composiciones farmacéuticas se proporcionan usualmente en una forma de dosificacién uniforme y pueden
prepararse de una manera conocida en la técnica. La composicion farmacéutica puede estar, por ejemplo, en forma de
una solucién o suspension.

La composicion farmacéutica puede comprender sales, sustancias tamponantes, conservantes, portadores, diluyentes y/o
excipientes los que son, preferentemente, aceptables farmacéuticamente. El término "aceptable farmacéuticamente" se
refiere a la no toxicidad de un material que no interfiere con la acciéon del componente activo de la composicion
farmacéutica.

Las sales que no son aceptables farmacéuticamente pueden usarse para preparar sales farmacéuticamente aceptables
y se incluyen en la invencion. Las sales aceptables farmacéuticamente de este tipo comprenden, de manera no limitante,
aquellas preparadas a partir de los acidos siguientes: acidos clorhidrico, bromhidrico, sulfdrico, nitrico, fosférico, maleico,
acético, salicilico, citrico, féormico, maldnico, succinico y similares. Las sales aceptables farmacéuticamente pueden
prepararse ademas como sales de metales alcalinos o sales de metales alcalinotérreos, tales como sales de sodio, sales
de potasio o sales de calcio.

Las sustancias tamponantes adecuadas para usar en la composicion farmacéutica incluyen acido acético en una sal,
acido citrico en una sal, acido boérico en una sal y acido fosférico en una sal.

Los conservantes adecuados para usar en la composicion farmacéutica incluyen cloruro de benzalconio, clorobutanol,
parabeno y timerosal.

El término "vehiculo" se refiere a un componente organico o inorganico, de una naturaleza natural o no natural (sintética),
con el que el componente activo se combina para facilitar, potenciar o permitir la aplicacion. De acuerdo con la invencion,
el término "vehiculo" incluye ademas uno o mas agentes de relleno sdlidos o liquidos, diluyentes o sustancias de
encapsulacion, que son adecuadas para la administraciéon a un paciente.

Las sustancias vehiculos posibles para la administracion parenteral son, por ejemplo, agua estéril, solucién de glucosa,
Ringer, lactato de Ringer, solucion de cloruro de sodio estéril, polialquilenglicoles, naftalenos hidrogenados y, en particular,
polimeros biocompatibles de lactida, copolimeros de lactida/glicolida o copolimeros de polioxietileno/polioxipropileno.

El término "excipiente" cuando se usa en la presente descripcion pretende indicar todas las sustancias que pueden
presentarse en una composicion farmacéutica y que no son ingredientes activos tales como, por ejemplo, vehiculos,
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aglutinantes, lubricantes, espesantes, agentes activos de superficie, conservantes, emulsionantes, tampones, agentes
saborizantes, o colorantes.

Las composiciones farmacéuticas descritas en la presente descripcion pueden administrarse por cualquier via
convencional, tal como por administracién parenteral que incluye la inyeccion o la infusiéon. La administracion es
preferentemente parenteral, por ejemplo, intravenosa, intraarterial, subcutanea, en el nédulo linfatico, intradérmica o
intramuscular.

Las composiciones adecuadas para la administracién parenteral comprenden usualmente una preparacién acuosa o no
acuosa estéril del compuesto activo, que es, preferentemente, isotdnica con respecto a la sangre del receptor. Los
ejemplos de portadores y solventes compatibles son la solucién de Ringer y la soluciéon de cloruro de sodio isoténica.
Adicionalmente, se usan aceites fijados, usualmente estériles, como solucién o medio de suspension.

Los agentes y composiciones descritos en la presente descripcion se administran, preferentemente, en cantidades
eficaces. Una "cantidad eficaz" se refiere a la cantidad que logra una reaccién deseada o un efecto deseado solo o junto
con dosis adicionales. En el caso del tratamiento de una enfermedad particular o de una afeccién particular, la reaccion
deseada se relaciona, preferentemente, con la inhibicion del curso de la enfermedad. Esto comprende ralentizar el
progreso de la enfermedad y, en particular, interrumpir o revertir el progreso de la enfermedad. La reaccién deseada en
un tratamiento de una enfermedad o de una afecciéon puede ser también un retraso en la aparicion o una prevencion de
la aparicién de dicha enfermedad o de dicha afeccion.

Una cantidad eficaz de un agente o composicion descrito en la presente descripcion dependera de la afeccion a tratar, la
gravedad de la enfermedad, los parametros individuales del paciente, que incluyen la edad, la condicién fisioldgica, la talla
y €l peso, la duracién del tratamiento, el tipo de una terapia de acompafiamiento (si se presenta), la via especifica de
administracion y factores similares. En consecuencia, las dosis administradas de los agentes descritos en la presente
descripcion pueden depender de varios de estos parametros. En el caso que una reaccion en un paciente sea insuficiente
con una dosis inicial pueden usarse dosis mas altas (o dosis eficazmente mayores alcanzadas por una via de
administracion diferente, mas localizada).

La presente invencion se describe en detalle mediante las siguientes figuras y ejemplos que deben interpretarse solamente
a modo de ilustracion y no por medio de limitacion. Sobre la base de la descripcion y los ejemplos, otras modalidades son
accesibles para el trabajador experto y estan igualmente dentro del alcance de la invencion.

Figuras
Figura 1: Resumen del proceso de seleccion in vivo

Para preparar la biblioteca de partida, se cultivaron células dendriticas inmaduras humanas en presencia de actinomicina
D, un inhibidor de la transcripcién, durante cinco horas para preseleccionar los ARN estables. EIl ARNm celular restante
se extrajo y se purificd mediante el uso del kit Poly(A)Purist (Ambion) y luego se fragment6 con Nuclease P1 (Roche).
Para esto, 10 ug de ARN se incubaron durante 45 minutos con 0,3 U NP-1 en 8uL 50 mM de tampon de NaAc (pH 5,5)
en un volumen de reaccion total de 24 uL. Después de la purificacion con columnas RNeasy (Qiagen), los fragmentos
estaban listos para retrotranscribirse en ADNc. Se realizé la sintesis de la primera y segunda cadena mediante el uso y
el seguimiento del protocolo del kit de sintesis de la 1era cadena de ADNc RevertAid Premium (Fermentas) y un cebador
hexamero con una secuencia de cebador definida y un sitio de restriccion Notl. Para rellenar los voladizos en 5'y eliminar
los voladizos en 3', el ADNc se incub6 a continuacién con 12,5 U de ADN polimerasa T4 durante 5 minutos a 15 °C. La
reaccion se termind mediante la adicion de 5 uL EDTA 0,5 mM, pH 8,0 y el ADNc se purifico mediante el uso de columnas
NucleoBond (Macherey-Nagel). La digestion de la biblioteca de ADNc con Notl (NEB) produjo fragmentos con un extremo
romo y pegajoso. Los fragmentos se seleccionaron adicionalmente por tamafio a través de la preparacion de gel para
asegurar la eliminacion de todos los fragmentos mas pequefios de 150 pb. Para la clonacion de la biblioteca, el vector se
digirié con EcoRV y Notl, como se muestra en el panel A, dejando un extremo romo y pegajoso, respectivamente. En la
siguiente etapa, la biblioteca se ligé en el vector mediante el uso de la ADN ligasa T4 (Fermentas). La mezcla de ligacion
se uso6 directamente como molde para la PCR como se proporciona en la Tabla 4 mediante el uso de la ADN polimerasa
Phusion™ de alta fidelidad de inicio en caliente (Finnzymes). Después de la purificacion, se uso6 el producto de PCR como
molde para la transcripcion de T7 como se muestra en la Tabla 5. La incubacién se realizd a 37° C. Después de 30 min
se afadieron a la reaccion 0.75 pL de GTP 100 mM. La reaccion se detuvo después de 2.5 h mediante la adicion de
TURBO DNasa (2U/uL, Ambion) y se incubd durante otros 15 min a 37 °C. La reaccion finalmente se limpié mediante
columnas RNeasy (Qiagen). La biblioteca de ARN podria entonces usarse para el procedimiento de seleccién que
comienza con la electroporacion del ARN en hiDC como se describié anteriormente (Kuhn y otros, 2010). Después del
cultivo para la seleccion, la extraccion y purificacion del ARN se realizé mediante el uso de columnas RNeasy (Qiagen) y
siguiendo las instrucciones del fabricante. El ARN se us6 seguidamente como molde para la sintesis de ADNc mediante
el uso de la transcriptasa inversa Superscript Il (Invitrogen) y siguiendo las instrucciones del fabricante y un cebador dT18.
Posteriormente se us6 el ADNc como molde para la PCR como se describié anteriormente. Finalmente, los productos de
la PCR podrian usarse como molde para la transcripcion-T7 (ver arriba) para comenzar la siguiente ronda de seleccion
(panel B). Los controles de calidad de las muestras de ADN/ADNc y ARN se realizaron mediante gel de agarosa y
bioanalizador AGILENT 2100, respectivamente.
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Figura 2: Esquema de la apariencia de la muestra dentro del vector luc2CPmut

(A) Un elemento unico o dos elementos (en direccion 5'y 3') se clonaron como UTR-3' en el vector como se indica. Ademas
se presentan las muestras de control NEG (control negativo sin insercion de una UTR 3'), hBg y 2hBg. Preparacion de
ARN para rondas de seleccion. (B) Para la electroporacion en hiDC se uso6 el vector como molde para la PCR mediante
el uso de cebadores alargados que comprenden el promotor T7 y la cola poli(A). El producto de la PCR se usé
posteriormente como molde para la sintesis de T7 in vitro para producir el respectivo IVT-RNA.

Figura 3: Efecto de las secuencias seleccionadas sobre la estabilidad de los ARN que codifican luc2Cpmut

Los resultados muestran la actividad de la luciferasa, la vida media y la proteina total, a lo largo del tiempo, de los ARN
que contienen las secuencias seleccionadas como UTR 3' en comparacion con nuestro estandar de oro 2hBg después
de la electroporacion en células dendriticas inmaduras humanas (el NEG es como se definié en la Figura 2). El panel
superior proporciona los cursos de tiempo de tres ARN ilustrativos con las UTR 3' como se indicé. En el panel inferior
izquierdo, se muestra la vida media de los ARN con la UTR 3' respectiva como se indicd en relacién con un ARN con
2hBg. De manera similar, la expresion relativa de proteina total en comparacion con un ARN con 2hBG se proporciona
en el panel inferior derecho.

Figura 4: Actividad de luciferasa representativa mediante el uso de luc2Zmut como gen reportero y UTR-3' recién
seleccionadas. Después de la electroporaciéon de ARN con UTR 3' como se indicd, en células dendriticas inmaduras
humanas, se midi6 la actividad de luciferasa durante 72 h.

Figura 5: Resultados representativos de la electroporacién con ARN-IVT en fibroblastos
panel izquierdo: vector basado en luc2CPmut. panel derecho: vector basado en luc2mut
Figura 6: Resultados representativos de la electroporacion con ARN-IVT en células T

El panel mas a la izquierda proporciona la expresion relativa de proteina total de un ARN con FlI UTR 3' en comparacion
con un ARN con 2hBG, en células T CD4+ y CD8+. De manera similar, la eficiencia de la traduccion relativa y la vida
media del ARNm de un ARN con FI UTR 3' en comparaciéon con un ARN con 2hBG en células T CD4+ y CD8+ se
proporciona en el panel central y en el panel mas a la derecha, respectivamente.

Figura 7: Arquitectura del ARN e integridad para evaluar los ARN con nucleétidos modificados

A: Los ARN usados en los ensayos de luciferasa se construyeron como se representa aqui. Como casquete 5' se uso f3-
S-ARCA (D2). Como 5'UTR se uso6 la 5'UTR de alfa globina humana, que incluye una secuencia de Kozak. Después del
gen de luciferasa de luciérnaga, se clonaron las dos 3'UTR para compararse. Como cola poliA, se us6 una secuencia
A30L70.

B: Antes de la transfeccion, se verifico la integridad de los ARN en un Bioanalizador 2100 (Agilent). Todos los ARN tenian
una integridad suficientemente alta y comparable ademas y, por lo tanto, podian usarse en los experimentos.

Figura 8: Efecto de FI UTR 3' sobre la estabilidad y funcionalidad del ARN in vivo

La luciferasa y el ARNm de gp70 que contenian FI UTR 3' o 2hBg 3'UTR se formularon con F12 y se administraron i.v. en
ratones BALB/c. Después de la administracion del ARNm de Luciferasa, la expresion se controlé después de 6 h 'y 24 h;
El ARNm de gp70 se administré en el dia 0 y el dia 6 y la activacion inmunitaria se analizé en el dia 10 mediante tincion
de CD8 y gp70 tet+.

A) Muestra los niveles de expresion de luciferasa a las 6h y 24h después de la inyeccion de ARNm no modificado y ARNm
modificado m1Y que contiene FI 3'UTR o la 2hBg 3'UTR. Tanto el ARNm de Luciferasa no modificado como el m1Y
modificado que contiene la FI 3'UTR muestran niveles de expresiéon comparables como el ARNm correspondiente que
contiene la 2hBg 3'UTR.

B) Muestra el porcentaje de células T CD8 especificas de gp70 en respuesta al ARNm de gp70 que contiene la FI 3UTR
o la 2hBg 3'UTR. Las dos 3'UTR se desempefian igualmente bien en la induccién de inmunidad especifica de antigeno
después de dos inmunizaciones, con un aumento significativo de las células T CD8 especificas de antigeno en el bazo
de aquellos ratones que recibieron ARNm gp70 que contiene la Fl 3'UTR.

Estadisticas: ANOVA de una via seguido de la prueba de Tukey, * p <0.05.

Figura 9: Efecto de las UTR estabilizadoras sobre la estabilidad del ARN autorreplicante

La Luciferasa desestabilizada (Luc2CP) se cloné inmediatamente en direccion 5' del elemento de secuencia conservada
en 3' de un ARN autorreplicante (replicon) derivado del virus Semliki Forest no citotdxico. El replicon de ARN se preparé
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mediante la transcripcion in vitro de un plasmido linealizado correspondiente y se electropor6 en las células. La expresion
de luciferasa se midié mediante la adicion de sustrato luminiscente durante 96 a 120 h. (A) Curso temporal de la expresion
de luciferasa en un experimento representativo con células BHK21. (B) Curso temporal de la expresion de luciferasa en
un experimento representativo con fibroblastos de prepucio humano (HFF). Para reducir la citotoxicidad de los interferones
tipo | liberados, se cotransfecté el ARNm del virus Vaccinia B18R en cada muestra. Para inhibir la activaciéon de la proteina
quinasa R y aumentar el nivel general de traduccion, se cotransfecté el ARNm del virus Vaccinia E3 en cada muestra.

Figura 10: tramos de homologia en el elemento FI.

Se predijo que los tramos de secuencia subrayados se aparearian entre si. Para la construccion "mutacion 8nt", se muté
el primer elemento por aaagggcu para interrumpir las interacciones con el segundo elemento.

Figura 11: Artefactos en la IVT basado en los moldes de PCR mediante el uso de 2hBgUTR.

A: Representacion esquematica de la generacion del molde para IVT mediante PCR. El cebador 5' se hibrida en direccion
5' del promotor T7, el cebador 3' contiene una cola de poliA de 120 nt y se hibrida con el poliA codificado por el plasmido
y parte de la 3'UTR. En el caso de 2hBgUTR, puede producirse un error de hibridacion mediante la hibridacién a la primera
repeticion. B: Productos de PCR de un plasmido que contiene el 2hBgUTR. La flecha roja representa el producto
secundario, que representa un truncamiento de 1hBg. C: Por lo tanto, el ARN transcrito de un producto de PCR ademas
presenta un subproducto acortado (flecha). D: Productos de PCR de un plasmido que contiene el elemento FI como
3'UTR. No hay productos secundarios visibles. E: EIl ARNm resultante tiene la alta integridad esperada, sin picos laterales
adicionales.

Figura 12: Representacion esquematica de los elementos UTR truncados y la vida media de las construcciones de ARNm
correspondientes.

El panel superior de la figura A muestra una representacion esquematica de los elementos UTR truncados en referencia
a las posiciones de acido nucleico de la secuencia de longitud completa del elemento F de la SEQ ID NO: 86 cubierto por
esas variantes truncadas.

El panel inferior de la figura A muestra la vida media relativa del ARNm que comprende el UTR truncado en referencia al
ARNmM que comprende la secuencia de longitud completa del elemento F de la SEQ ID NO: 86. Los ARNm codificantes
de un reportero de luciferasa se electroporaron en hiDC y se sigui6 su expresion en el tiempo mediante las mediciones
de luciferasa para determinar la vida media relativa del ARN.

El panel superior de la Figura B muestra una representacion esquematica de los elementos UTR truncados en referencia
a las posiciones de acido nucleico de la secuencia de longitud completa del elemento | de la SEQ ID NO: 115 cubierta por
esas variantes truncadas.

El panel inferior de la Figura B muestra la vida media relativa del ARNm que comprende el UTR truncado en referencia al
ARNmM que comprende la secuencia de longitud completa del elemento | de la SEQ ID NO: 115. Los ARNm codificantes
de un reportero de luciferasa se electroporaron en hiDC y se sigui6 su expresion en el tiempo mediante las mediciones
de luciferasa para determinar la vida media relativa del ARN.

Figura 13: Vida media relativa y expresion de proteinas a partir de construcciones de ARNm que comprenden elementos
F, 1 o Fl hacia UTR aleatorias.

La Figura 13 muestra la vida media relativa y la expresion de proteinas a partir de construcciones de ARNm que
comprenden elementos F, | o FI hacia UTR aleatorias. Para esta longitud completa, los elementos individuales F e |, asi
como también la combinacién de Fl, se compararon hacia una UTR 3' aleatoria (257nt de longitud). Todos los elementos
se clonaron en construcciones codificantes para luciferasa, se transcribieron a ARNm in vitro, se electroporaron en hiDC,
se midio la expresion de luciferasa a lo largo del tiempo, y se calcularon las vidas medias relativas y la expresiéon de
proteinas totales.

Figura 14: Elementos UTR para reprogramacion celular.

La Figura 14A muestra la linea de tiempo para la reprogramacion de fibroblastos de prepucio humano primarios. Se
sembraron 40,000 células en una placa de 12 pocillos y se lipofectaron durante tres (3x) o cuatro (4x) dias consecutivos
con mezclas de ARNm que estaban compuestas de 0.33 ug de ARN sin modificar transcrito in vitro (IVT) que codifica la
reprogramacion TF OCT4, SOX2, KLF4, cMYC, NANOG y LIN28 (OSKMNL) (1:1:1:1:1:1) con 0.08 ug de cada B18R, E3
y K3 (EKB) y 0.17ug de una mezcla de miARN compuesta de miARN 302a-d y 367 (1:1:1:1:1:1). De esta manera, las
construcciones de ARN solo diferian en su 3'UTR que consiste en una repeticion en tandem de la 3'UTR de la B-globina
humana (2hBg), el elemento F-I (FI) o el elemento I-F (IF). Desde el dia 9 en adelante, se observo la formacion de colonias
y el analisis de colonias se realiz6 en el d11.

La Figura 14B muestra una tincion de fosfatasa alcalina (AP) de las colonias establecidas y la Figura 14C muestra un
grafico de barras correspondiente que representa el recuento numérico de las colonias positivas de AP.

La Figura 14D muestra la morfologia de las colonias de células iPS resultantes mediante el uso de los ARN que contienen
la FI-UTR. Era como células semejantes a hES, con células pequefias muy compactas en colonias distintas y bordes bien
definidos.
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La Figura 14E muestra las colonias preparadas como en D tefiidas positivas para AP con cuatro y diez aumentos.

La Figura 14F muestra colonias preparadas como en D en una tincion vital del marcador de superficie celular TRA-1-60,
de las hES.

La Figura 14G muestra la expresion de ARNm de los marcadores de las hES, OCT4 (endégeno), NANOG (endogeno),
LIN28 (enddgeno), TERT y REX1 evaluados mediante sedimentacién de las colonias, aislamiento del ARN total y
cuantificacién mediante qRT-PCR.

EJEMPLOS
Ejemplo 1: Identificacion de elementos de secuencia que estabilizan los ARNm

Para identificar elementos de secuencia novedosos que estabilizan los ARNm, hemos desarrollado un proceso de
seleccion in vivo mediante el uso de hiDC como entorno selectivo para el ARN transcrito in vitro. La biblioteca del ARN de
partida se construyé mediante el uso de secuencias de ARNm de origen natural derivadas de hiDC. Antes del aislamiento
del ARN, las células se cultivaron durante 5 horas en presencia del inhibidor de la transcripcion Actinomicina D (ActD)
para preseleccionar los ARN estables. Después se extrajo el ARNm restante y se redujo a fragmentos de 200-800
nucledtidos, se transcribié inversamente y se cloné como UTR-3' en un vector que portaba una secuencia de hAg 5UTR
y un gen reportero, que se eligi6 como base del proceso de seleccion. El molde de ADN usado para la posterior
transcripcion del ARNm de la biblioteca se amplific6 mediante PCR, durante la cual se introdujo un promotor T7 a través
del 5' y una cola PoliA AB0 a través del cebador 3'. EI ARNm transcrito se introdujo después en el proceso de seleccion
en vivo, que se compone de varias rondas de transcripcion in vitro de la biblioteca, electroporacién de los ARN
correspondientes en hiDC, y extraccion y amplificacion de secuencias estables después de puntos de tiempo definidos.
La amplificaciéon de las secuencias seleccionadas se realizé mediante PCR con cebadores especificos, después de la
sintesis de ADNc. Los productos de PCR resultantes se usaron posteriormente como moldes para la nueva biblioteca del
ARNmM. Esto se realizé durante seis rondas, con extraccion de los ARN restantes después de 24 horas en la ronda 1, 48
horas en las rondas 2 y 3, 72 horas en las rondas 4 y 5, y finalmente 96 horas, asi como también una y dos semanas en
la ronda 6 (después de la electroporacion, las células se dividieron en tres partes y después se cosecharon individualmente
en los puntos de tiempo dados).

El monitoreo del proceso de seleccién después de las rondas 1 a 5 demostré un aumento significativo de la vida media
promedio del conjunto de ARN correspondiente, lo que es indicativo de un enriquecimiento de los elementos UTR-3'
estabilizadores (Tabla 1). Sin embargo, el aumento de la estabilidad fue menos pronunciado con rondas mas altas. Por lo
tanto, el proceso de seleccion se detuvo después de una sexta ronda final, en la que se extrajo el ARN de las células
después de 96 horas, una semana, y dos semanas. Para caracterizar las secuencias seleccionadas, se secuenciaron
mas de 350 clones individuales, 108 de la ronda 5, 88 de la ronda 6/96 horas, 110 de la ronda 6/1 semana, y 96 de la
ronda 6/2 semanas. Todas las secuencias se compararon entre si, asi como también y con el BLAST para identificar su
origen genémico. Aqui, se analizé especialmente si las secuencias se derivaban de UTR 5' 0 3' enddgenas o de la region
codificante. Finalmente, su nivel de expresion en las hiDC se descargd de NexiBio (lllumina). En total, pudieron
identificarse siete grupos, (i) para los que se encontraron secuencias multiples, (ii) los que se originaron a partir de las
UTR-3' de ARN enddgenos o de un ARN no codificante enddégeno, y (iii) los que se expresaron claramente en las hiDC
(Tabla 2). Estos se derivan de los siguientes genes: Fragmento Fc de IgG, receptor, transportador, alfa (B, FCGRT,
NM_001136019), Proteina especifica de linfocitos 1 (D, LSP1, NM_002339), Ligando de quimiocina 22 (E, CCL22,
NM_002990), Potenciador de la separacion del amino terminal (F, AES, NM_198969), Miembro 3 de la familia de
fosfolipasa D (G, PLD3, NM_001031696), ARN 12S codificado mitocondrialmente (I, MT_RNR1, NC_012920), Complejo
principal de histocompatibilidad clase |l DR beta 4 (J, HLA-DRB4, NM_021983). Tenga en cuenta que, por simplicidad,
las letras mayusculas B a | dadas entre paréntesis se usan a continuacion como abreviaturas para estos elementos. Es
importante destacar que, en todos los casos, los clones para una secuencia difieren en sus extremos exactos 5'-y 3'-, lo
que demuestra que provienen de diferentes clones iniciales y no se enriquecen artificialmente durante el proceso (ver los
apéndices para obtener una lista completa de todas las secuencias identificadas en la seleccion).

Ejemplo 2: Caracterizacion de elementos de secuencia individuales identificados

Para la caracterizacion de los elementos de secuencia identificados, se eligié un candidato representativo de cada grupo
(las secuencias detalladas estan marcadas en el apéndice). Después esta secuencia se cloné como UTR-3' en un vector
con un gen reportero de luciferasa, cuyo nivel de expresion puede analizarse en el tiempo después de la transferencia a
las células. Se ha demostrado previamente que a partir de la observacién del patrén de expresién para la proteina, puede
inferirse con precision la estabilidad relativa y la eficiencia de la traduccién del ARN (Kuhn 2010 Gene Ther.). El reportero
especifico usado en este experimento, luc2CPmut, es una forma desestabilizada de luciferasa (Promega). Esto permite
detectar incluso pequefios cambios en la estabilidad del ARN. Después se comparé el ARN transcrito in vitro procedente
de estos vectores con nuestro ARNm estandar de oro, es decir, el que contiene el 2hBg UTR-3', con respecto a la
estabilidad del ARN y a la eficiencia de la traduccién. Como muestras de control se usaron un ARN transcrito in vitro sin
una UTR-3' (es decir, que solo contenia secuencias usadas para clonar los insertos) y uno con un solo elemento de Beta-
globina (IhB).

Comenzando con los vectores que contienen UTR, la regién a transcribirse se amplifico por PCR mediante el uso de un
cebador 5' que contiene el promotor T7 y un cebador 3' con una cola poli(A) de 60 nucledtidos. La purificacion de los
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fragmentos de PCR se realizé6 mediante el uso de AGENCOURT AMPURE XP (Beckman Coulter). Se afiadieron 0,6
volumenes de perlas a cada reaccion de PCR y se mezclaron. Después de una incubacion de 15 minutos a RT, los
productos de PCR unidos a las perlas se separaron mediante soporte magnético del exceso de cebadores, nucledtidos,
sales y enzimas. Las perlas se lavaron dos veces durante 30 segundos con etanol al 80 % para eliminar aun mas los
contaminantes. Los productos de PCR deseados finalmente se eluyeron dos veces con 30 puL ddH20 y se usaron como
moldes para la transcripcion in vitro de los ARN correspondientes. Para las transcripciones in vitro se usaron ARN
polimerasa T7 (Fermentas), el tampo6n de la reaccion respectivo y NTP 6 mM. Para la formacion eficiente del casquete
del ARN, la concentracion de GTP se redujo a 1,5 mMy se afiadieron 6 mM de 3-S-ARCA(D2) a la reaccion y se incubaron
durante 2,5 h a 37 °C. El ARN se purificé mediante perlas magnéticas carboxiladas (Invitrogen) y la concentracion y
calidad del ARN se evaluaron mediante espectrofotometria y analisis en un Bionanalyzer 2100 (Agilent).

De acuerdo con sus identificaciones en el enfoque de deteccién, todas las secuencias nuevas mostraron caracteristicas
muy similares en comparacion con 2hBg con respecto a la estabilidad del ARN con el grupo | (mtRNR1) como el mejor
(Figura 3; Tabla 3). Es importante destacar que, cada elemento individual confirié estabilizacion al ARN en comparacion
con el ARN sin una UTR-3' e incluso en comparacién con el ARN solo con una copia Unica del elemento Beta-globina. La
eficiencia de la traduccion no se afecto significativamente, como se observo por la correlacion directa entre la estabilidad
del ARN vy la proteina total expresada en el tiempo.

Ejemplo 3: Combinacién de elementos de secuencia individuales.

En un experimento adicional, las secuencias individuales de cada grupo se combinaron entre si de una manera bien
ponderada (Figura 2). La racionalidad detras de esto fue nuestra observacion previa de que la combinacién de dos UTR-
3' tenia un efecto adicional sobre la estabilidad y la eficiencia de la traduccién del ARN (Holtkamp y otros 2006). La
estabilidad y la eficiencia de la traduccion del ARN se calcularon en R mediante interporlacion de los valores de luciferasa
medidos con una spline, a partir de la cual la pendiente ascendente mas pronunciada se definié como la eficiencia de la
traduccion y la vida media de la sefial como estabilidad. La integral de la spline interpolada se interpreté como la expresion
de proteina total. En total, se clonaron 64 combinaciones, es decir, todas las combinaciones posibles de las siete
secuencias recientemente identificadas y de la beta-globina UTR-3" humana (Tabla 6). Como se describié anteriormente,
el ARN se preparo a partir de estos moldes de ADN, y después se electroporé en hiDC. Como controles, ademas se
incluyeron los ARN que contenian los elementos individuales. Para la mayoria de los siete elementos nuevos se observo
que al menos una combinacion con otro elemento proporciona un ARN con una mayor estabilidad que solo con el elemento
individual (Tabla 7 a Tabla 13). Curiosamente, en la mayoria de los casos, la combinacién con el elemento | (mtRNR1)
aumento la vida media del ARN. Aqui, la estabilidad del ARN fue generalmente incluso mayor en comparacion con un
ARN con 2hBg UTR-3' (Tabla 7 a Tabla 13). Casi todas las combinaciones tuvieron un efecto positivo en la eficiencia de
la traduccion del ARN. En total, los efectos combinados sobre la estabilidad del ARN y la eficiencia de la traduccion
resultan en un aumento de la expresion total de proteina de hasta 1,74 veces. Por lo tanto, podriamos identificar elementos
individuales (con longitudes inferiores a 233 nucledtidos), asi como también combinaciones de dos elementos diferentes
que dan lugar al ARN con un aumento en la estabilidad y/o eficiencia de la traduccion, pero al mismo tiempo se evitarian
los problemas de tener dos copias idénticas de un elemento como se describié anteriormente para 2hBg.

Para verificar los resultados obtenidos con la forma desestabilizada de luciferasa, se repitieron los experimentos anteriores
con ARN que portaban la luciferasa estandar (Promega), y las siguientes UTR-3' seleccionadas: mtRNRI (I), mtRNRI-AES
(IF), AES-mtRNR1 (FI), mtRNR1-hBg (IhBg) y hBg-mtRNR1 (IhBg). Como se muestra en la Figura 4 y Tabla 14, pueden
obtenerse resultados equivalentes como se observé anteriormente, mediante la verificacién de que los elementos nuevos,
individualmente o en combinacién, aumentan la estabilidad del ARNm y/o la eficiencia de la traduccion de manera similar
al elemento 2hBg.

Ejemplo 4: Analisis de ARNm que portan elementos de secuencia seleccionados en otros tipos de células

Las UTR-3' mtRNR1 y AES recién seleccionadas se evaluaron ademas en diferentes tipos de células y lineas celulares
para ver si hay una especificidad de hiDC. Las secuencias se evaluaron en fibroblastos humanos (HFF), mioblastos
murinos (C2C12) (Figura 5) y células T (Figura 6) para evaluar si ademas se estabilizan en estas células.

Las células HFF y C2C12 se cosecharon y se prepararon para la electroporacion. A continuacion se electroporaron 2,0
ug de IVT-RNA junto con 1,0 pug del ARN codificante para GFP que contiene las 3'UTR indicadas. Después de la
electroporacion, las células se dividieron. Para medir la actividad luciferasa se distribuyeron 5000 células por pocillo en
una placa de 96 pocillos por triplicado en un total de 7 puntos de tiempo (2, 4, 8, 24, 48 y 72 h). Se sembraron 2E+05
células por pocillo en placas de 6 pocillos para cosechar para FACS después de 24 h (sefial GFP). Esto permitio
monitorear las eficiencias de la transfeccion. Estas diferian entre 72 y 90 % y podrian incluirse en el calculo de la vida
media. Los resultados obtenidos con HFF y C2C12 asi como también con las células T confirmaron los resultados
obtenidos previamente con hiDC. La combinacién de | con F fue en particular de 2 a 3 veces mejor en la vida media en
comparacion con 2hBg. Ademas, FI mostrd una eficiencia de la traduccion 3 veces mejor en las células C2C12 y una
produccion de proteinas 2 veces mejor en el tiempo, en comparacion con nuestro estandar de oro. Estos resultados
mostraron que | y F no son especificos de hiDC, sino que, ademas, mejoran la estabilidad del ARNm vy la eficiencia de la
traduccion en otras células.
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Ejemplo 5: El FI 3'UTR aumenta la expresion del ARNm modificado

Para algunas aplicaciones, que incluyen la terapia de reemplazo de proteinas, se prefieren los ARNm con nucleétidos
modificados en lugar de los no modificados debido a su inmunogenicidad disminuida (Kariko y otros, 2008). Sin embargo,
las modificaciones de base pueden tener un efecto sobre la estabilidad de un ARNm ya sea por influir directamente en la
interaccion con una proteina de unién al ARN correspondiente, o por alterar la formacion de la estructura secundaria del
ARN. En consecuencia, las UTR 3' seleccionadas podrian comportarse de manera diferente en el contexto de los ARNm
modificados. Por lo tanto, comparamos la combinacion de F e | con 2hBgUTR en el contexto de ARNm modificado m1Y
en células hiDC, HFF, células T CD8+ y CD4+ y en MEF murinos, C2C12 y bmDC. Se uso6 Luciferasa como reportero (ver
Figura 7A para el disefio de la construccion). Para la generaciéon de los ARNm modificados, en la reaccién de IVT, U se
sustituyd completamente por m1Y. En todos los experimentos, el ARN no modificado se incluyé como un control. Las
integridades de los ARNm obtenidos no se afectaron por el intercambio de UTP por mlIYTP (Figura 7B). Las células se
electroporaron mediante el uso de las condiciones descritas en la Tabla 15, y los niveles de luciferasa se midieron a las
3,6,12,24,48,72y 96 h.

La electroporaciéon del ARNm no modificado de luciferasa podria reproducir los efectos vistos anteriormente: En todos los
tipos de células, el elemento Fl fue igual o superior al control 2hBg para transmitir la estabilidad del ARN (Tabla 16A).
Mientras que en las DC murinas y en las células T humanas, las vidas medias del ARNm eran comparables entre las dos
3'UTR, el elemento FI aumenté las vidas medias de ARNm hasta 1,69 veces en las células HFF. La cantidad de proteina
total aumento en todas las lineas celulares, mas prominentemente en las células HFF (2,45 veces).

Con el ARNm modificado, el elemento FI ademas condujo a un aumento en la vida media de ARNm en comparacion con
2hBg en hiDC, la cantidad de proteina total aumenté mas del doble (Tabla 16B). Ademas, los resultados en otros tipos de
células son similares a los obtenidos con el ARNm no modificado: El elemento FI fue superior a 2hBg en todos los
experimentos que involucraron las células HFF, MEF y C2C12, y comparable en células T y DC murinas (Tabla 16B). Por
lo tanto, la modificacion del U no altera la capacidad del elemento Fl para estabilizar el ARNm.

Ejemplo 6: El FI 3'UTR aumenta la expresion del ARNm independientemente del método de transfeccion

Hasta ahora, todos los experimentos se realizaron con la electroporacién como método de transfeccién. Con la
electroporacion, el ARNm suministrado llega directamente al citoplasma, bajo la evasion de una ruta de captacion
endosomica, la que se sigue después de la transfeccion mediante lipofeccion. Para ver si el elemento Fl ademas funciona
en estas condiciones, las células se lipofectaron con los mismos ARNm de Luciferasa, que contenian Fl y 2hBg que se
usaron en experimentos anteriores, mediante el uso de RNAIMAX como reactivo de transfeccion. Ademas después de la
lipofeccion, el elemento FI aumentd la expresion de Luciferasa, aunque el aumento fue menos pronunciado en
comparacion con los experimentos donde el ARN se suministré mediante electroporacion (Tabla 16C). Por lo tanto, el
método de transfeccién no tiene un impacto en el efecto estabilizador del elemento FI.

Ejemplo 7: EI ARNm que contiene FI 3'UTR y 2hBgUTR conducen a una expresion de proteinas comparable y a la
activacion inmunitaria in vivo.

Para evaluar la expresion de proteinas a partir del ARNm que contiene el Fl 3'UTR in vivo, los mismos ARNm de Luciferasa
que contienen Fl y 2hBg que se usaron en experimentos anteriores se formularon con F12 y se administraron i.v. en
ratones BALB/c. Como se muestra en la Figura 8, la expresion de luciferasa fue comparable para ambas 3'UTR. La
respuesta inmunitaria especifica al antigeno se indujo, ademas, en un grado comparable con el efecto del ARNm que
contiene Fl 3'UTR que es ligeramente mas fuerte en el bazo.

Ejemplo 8: IF UTR conduce a una mayor estabilidad del ARN autorreplicante in vitro.

Los ARN autorreplicantes transcritos in vitro (replicon de ARN) derivado de genomas alfavirales son potentes vectores de
vacuna. El replicon de ARN codifica en los dos primeros tercios el complejo enzimatico necesario para la replicacion
citoplasmatica (replicasa) del replicon de ARN. Esta replicasa reconoce una estructura interna del ARN que actda como
promotor subgendmico para la sintesis dependiente de replicasa de los ARN subgendmicos. Los transgenes o antigenos
para la vacunacion estan codificados en este ARN subgendmico que es significativamente mas corto que el replicon
completo. En general, tanto el ARN gendmico (es decir, el replicon de ARN de longitud completa) como el ARN
subgenomico se asemejan al ARNm celular. Ambos estan flanqueados por las UTR, ambos estan protegidos por
casquetes y son poliadenilados. Las enzimas responsables de la formacion del casquete y de la poliadenilacion estan
contenidas en el complejo de la enzima replicasa. Los elementos de secuencia conservada (CSE) dentro de las UTR, que
se superponen con el ORF de la replicasa en el caso del 5'CSE, son necesarios para la unién de la replicasa y actuan
como promotores de la sintesis de la cadena negativa (3'CSE) o la sintesis de la cadena positiva (5'CSE).

Para evaluar si las UTR estabilizadoras novedosas, identificadas y validadas para no replicar el ARNm transcrito in vitro,
proporcionan una mayor estabilidad y, por lo tanto, una mayor expresion transgénica, del ARN replicon, clonamos las
secuencias respectivas en vectores molde de ARN replicon. Como el 3'CSE necesita ubicarse inmediatamente adyacente
a la cola poli-A, insertamos los UTR novedosos inmediatamente en direccién 5' del 3'CSE de un replicén que codifica la
luciferasa desestabilizada (Luc2CP). El replicén de ARN se sintetizé mediante la transcripcion in vitro de plasmidos molde
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linealizados similares al ARNm de IVT. El replicon de ARN se introdujo en las células (BHK21 y HFF) mediante
electroporacion, y se evalud la expresion de luciferasa. Como se muestra en la Figura 9, todas las UTR insertadas
aumentaron la traduccion de Luc2CP en ambas lineas celulares usadas. Curiosamente, la combinacion UTR "IF" result
en un aumento notable de la traduccion.

Ejemplo 9: Los intercambios de nucledtidos de hasta el 90 % de homologia no tienen impacto en las propiedades
estabilizadoras del elemento Fl

Debido al procedimiento de seleccién que se aplicd para identificar los elementos estabilizadores UTR novedosos, se
obtuvieron secuencias en un determinado intervalo de tamafio. La identificacion de las mismas secuencias con extremos
prolongados en 5'y 3' proporciond una primera indicacion de la longitud minima requerida. Sin embargo, la region minima
requerida para que cada elemento ejerza su efecto estabilizador podria ser aiun mas corta. Adicionalmente, ligeras
variaciones de las secuencias podrian seguir siendo funcionales, es decir, la identidad de cualquier nucleétido individual
podria no ser de suma importancia para las propiedades estabilizantes del elemento Fl. Para ver en qué grado los
elementos son robustos frente a los intercambios de nucleétidos, se evaluaron las secuencias UTR 3' con 97,5 %, 95,0
%, 92,5 %y 90,0 % de homologia con el elemento Fl original para determinar la expresion de proteina total y la vida media
del ARNm en hiDC. Los nucleétidos que se cambiaron se eligieron aleatoriamente a lo largo de toda la secuencia
(secuencias 208-211, modificaciones aleatorias). Los ARNm de luciferasa con estos elementos modificados como 3'UTR
se transcribieron in vitro, se electroporaron en hiDC y su expresion se siguiod en el tiempo mediante las mediciones de
luciferasa después de 3, 6, 24, 48 y 72 h. Los ARNm de luciferasa con el elemento FI modificado produjeron la misma
cantidad global de proteina y tuvieron aproximadamente la misma vida media (Tabla 17).

Ademas de las sustituciones aleatorias con grados crecientes como se describié anteriormente, se genero otro conjunto
de elementos FI modificados mediante la introduccién racional de sustituciones de nucleétidos que probablemente alteren
la estructura secundaria del elemento Fl. Para multiples secuencias UTR 3' naturales se conoce que su estructura
secundaria es importante porque proporciona los sitios de unién para proteinas reguladoras, que influyen en la estabilidad
del ARNm (Addess y otros, 1997; Putland y otros, 2002; Crucs y otros, 2000; Adams y otros, 2003) Dos secuencias de
8nt que son perfectamente complementarias entre si estan presentes en el elemento Fl, una en el elemento F y la otra en
el elemento | (Figura 10). El apareamiento de bases de estas dos regiones puede verse, ademas, en la mayoria de las
predicciones multiples. mFold (Zuker, 2003) es un programa de computadora que permite predicciones de estructura
secundaria de secuencias de entrada. Para verificar la importancia de este elemento de estructura secundaria especifico,
la secuencia se cambi6 de una manera que elimina el emparejamiento de bases (secuencia 212, mutacion 8nt). Ademas
de estas secuencias complementarias bastante largas, las predicciones mfold para FI 3'UTR se seleccionaron para
elementos de estructura presentes en la mayoria de los pliegues de salida, que por lo tanto deberian tener una alta
probabilidad de formacién in vivo. Los nucledtidos involucrados en el apareamiento de bases de estos pliegues se
cambiaron a 97,5 %, 95,0 %, 92,5 % y 90,0 % de homologia con las secuencias FI originales mediante intercambio con
sus parejas de apareamiento de bases, de esta manera se retiene la estructura secundaria de la secuencia (secuencias
217-220, modificaciones que retienen la estructura). Ademas, las mismas secuencias se intercambiaron en una sola
cadena de la parte bicatenaria, de esta manera se destruye deliberadamente la estructura secundaria. En estos casos, la
identidad de la secuencia original fue 98,75%, 97,50%, 96,25% y 95,00%, respectivamente (secuencias 213-216,
modificaciones desestabilizadoras de la estructura).

Los ARN de luciferasa con los elementos UTR 3' modificados descritos se transcribieron in vitro, se electroporaron en
hiDC y su expresion se siguié en el tiempo mediante las mediciones de luciferasa después de 3, 6, 24, 48 y 72 h. Con
ninguna estrategia de modificacion pudo observarse un impacto significativo en la vida media del ARNm. Por lo tanto, las
propiedades estabilizadoras del elemento Fl parecen ser robustas frente a los cambios en su secuencia de nucleétidos o
estructura secundaria al menos hasta 10,0 % de nucleétidos variados. Ademas, no pudo observarse una disminucién en
la cantidad de proteina total después de la modificacion de la secuencia de FI (Tabla. 18 Ay B).

Ejemplo 10: El uso del elemento Fl en lugar de 2hBg evita errores de hibridacion en la amplificacion basada en PCR de
la region codificante del ARN

Como se ha demostrado, el elemento Fl es igual o superior al 2hBg 3'UTR con respecto a la estabilidad del ARNm y a la
eficiencia de la traduccion. Otra ventaja del elemento Fl es su secuencia no repetitiva, mientras que las dos copias de hBg
3'UTR pueden causar problemas en algunos casos.

Esto es mas obvio cuando el molde de ADN para la transcripciéon de ARN se amplifica mediante PCR. En tales casos, se
adiciona la cola poliA de longitud completa con el oligo cebador 3' que se une en el propio extremo 3' de la UTR 3' (Figura
11 A). En el caso de 2hBgUTR, emergen productos secundarios truncados durante la PCR, que después de la
secuenciacion resultd que consisten en ARNm con solo la repeticion de 1hBg en la UTR (Figura 11 B). Después de la
transcripcion, el truncamiento es, ademas, visible en el ARNm (Figura 11C). Este fendmeno ocurre en la mayoria de las
reacciones de PCR con construcciones que contienen el elemento 2hBgUTR y no puede eliminarse completamente
mediante esfuerzos de optimizacion que incluyen temperatura de hibridacion del cebador, composicion del tampén,
secuencia del cebador o polimerasas alternativas. Incluso después de la insercién de una secuencia de enlace Unica entre
la UTR 3'y la cola de poliA, el problema persiste. Es importante destacar que la fuerza del pico lateral se correlacion6 con
el rendimiento de la reaccion de PCR, lo que indica errores de hibridacion de los fragmentos de PCR cortos truncados,
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que aumentan con cada ciclo de PCR, como causa probable del problema. Por lo tanto, no pudieron identificarse
condiciones satisfactorias para los moldes de ADN codificantes para los ARN con el 2hBg UTR-3'.

Por el contrario, la PCR de los moldes de ADN con el elemento FI no produjo ningtin producto secundario truncado (Figura
11 D), y ademas el ARNm resultante no mostré un pico adicional en el perfil del Bioanalizador (Figura 11 E). Por lo tanto,
el elemento FI constituye una mejora considerable como una 3'UTR en comparacion con el 2hBgUTR con respecto a la
integridad del molde de PCR y a la calidad del ARN correspondiente.

Ejemplo 11: Propiedades estabilizadoras de ARN de los subfragmentos de los elementos F e |

Debido al procedimiento de seleccién que se aplicd para identificar los elementos estabilizadores UTR novedosos, se
obtuvieron secuencias en un determinado intervalo de tamafio. La identificacion de las mismas secuencias con extremos
prolongados en 5'y 3' proporciond una primera indicacion de la longitud minima requerida. Sin embargo, la region minima
requerida para que cada elemento ejerza su efecto estabilizador podria ser incluso mas corta.

Con este fin, tanto para el elemento F como para el |, se disefiaron cinco construcciones reporteras de Luciferasa, cada
una de las cuales contiene una UTR acortada que cubre un fragmento diferente del elemento original acortado en el
extremo 5' y/o 3' (ver Figura 12 paneles superiores A y B, respectivamente). Estas construcciones reporteras se
transcribieron in vitro, se electroporaron en hiDC y su expresion se siguié en el tiempo mediante las mediciones de
luciferasa a las 3, 6, 24, 48 y 72 h después de la electroporacion. Las curvas de expresion resultantes se analizaron para
la vida media relativa del ARN con el ARN que contiene la longitud completa establecido en 1 (ver Figura 12 paneles
inferiores A y B, respectivamente).

Para el elemento F, no pudo observarse una vida media del ARNm significativamente disminuida para ninguna
subsecuencia evaluada, lo que indica una participacion redundante y no cooperativa de varias subsecuencias a lo largo
del elemento F en su papel estabilizador. Se podria obtener un resultado similar para el elemento |, aunque aqui pudo
observarse una ligera caida en el rendimiento cuando solo se usd la regién central (nt37-107) como 3'UTR.

Para poner estos resultados en perspectiva, los elementos F e | individuales de longitud completa, asi como también la
combinacion Fl, se compararon con una UTR 3' seleccionada al azar de la biblioteca inicial (257nt de longitud). Esto se
obtuvo mediante la clonacion de un conjunto de ADN inicial y mediante la seleccion aleatoria de un clon unico. Como se
describié anteriormente, los ARN codificantes de luciferasa con las secuencias UTR respectivas se electroporaron en
hiDC, se midi6 la expresion de luciferasa en el tiempo, y se calcularon las vidas medias relativas y la expresion de proteina
total. En comparacion con los elementos F, | y FI, el ARN con la UTR 3' seleccionada aleatoriamente es significativamente
menos estable (Figura 13, panel superior). El efecto de las UTR seleccionadas es aun mas pronunciado para la expresion
de proteina total (Figura 13, panel inferior). Esto indica claramente que el efecto de los fragmentos de los elementos F e
| como se describié anteriormente son especificos para las secuencias seleccionadas y no causado simplemente por la
presencia de una secuencia UTR 3'. Esto esta en linea con el aumento observado en la estabilidad del ARN del conjunto
durante la seleccion (ver arriba).

Ejemplo 12: Uso de elementos UTR estabilizadores para la reprogramacion de células madre

Se sembraron 40,000 células en una placa de 12 pocillos y se lipofectaron durante tres (3x) o cuatro (4x) dias consecutivos
con mezclas de ARNm que estaban compuestas de 0,33 ug de ARN sin modificar transcrito in vitro (IVT) que codifica la
reprogramacion TF OCT4, SOX2, KLF4, cMYC, NANOG y LIN28 (OSKMNL) (1:1:1:1:1:1) con 0,08 ug de cada B18R, E3
y K3 (EKB) y 0,1,7ug de una mezcla de miARN compuesta de miARN 302a-d y 367 (1:1:1:1:1:1). De esta manera, las
construcciones de ARN solo diferian en su 3'UTR que consiste en una repeticion en tandem de la 3'UTR de la B-globina
humana (2hBg), el elemento F-I (FI) o el elemento I-F (IF). Las células se cultivaron en medio de células madre
embrionarias humanas (hES) y las lipofecciones se realizaron mediante el uso de RNAIMAX de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Desde el dia 9 en adelante, se observé la formacion de colonias y el analisis de colonias se
realizé en el d11 (ver la Figura 14A para una descripcion general de la linea de tiempo). Las colonias establecidas se
tiferon para fosfatasa alcalina (AP) el dia 11 mediante el uso de un kit de tincion AP. Para una vision general, las tinciones
representativas se muestran en la Figura 14B. Se hizo obvio que la incorporacion del elemento Fl resulta en cantidades
mas altas de colonias AP positivas (oscuras). Se contaron las colonias tefiidas para AP y se confirmaron los resultados
de la vision general: En comparacion con el 2hBg-UTR usado anteriormente, la sustitucion con el FI-UTR conduce a un
exceso de colonias de 3-4 veces cuando las células se lipofectaron 3 veces. La sustitucion con el IF-UTR resulta en un
exceso de 2 veces. Con cuatro transfecciones, estos efectos son menos pronunciados. Aqui no se observé ninguna mejora
con el IF-UTR. Por un lado, el proceso parece estar saturado con cuatro transfecciones, mientras que por el otro lado el
recuento de colonias esta sesgado en cierta medida debido al crecimiento excesivo de colonias (ver Figura 14C). La
morfologia de la colonia de las colonias de células iPS resultantes mediante el uso de ARN que contenian el FI-UTR era
similar a una célula hES, con células pequefias muy compactas en colonias distintas y bordes bien definidos (figura 14D).
Estas colonias podrian tefirse positivas para AP (Figura 14E) y el marcador de superficie celular de las hES TRA-1-60
(Figura 14F). La tincion vital TRA-1-60 se realiz6 con el anticuerpo Stain-Alive TRA-1-60 (Stemgent) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Se muestran imagenes representativas de colonias. Para evaluar ain mas la pluripotencia
de las colonias, las células se sedimentaron, se aislé el ARN total y la expresion del ARNm de los marcadores de hES
OCT4 (enddgeno), NANOG (enddgeno), LIN28 (enddgeno), TERT y REX1 se cuantificd mediante gqRT-PCR. La expresion
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de ARNm se normalizé con respecto a la de HPRT y se muestra como las veces de inducciéon en comparacion con los
niveles de los transcritos de las células de entrada. El analisis de colonias después de 3 lipofecciones se muestra en la
Figura 14G. Todos los marcadores analizados se expresaron altamente en comparacion con las células de entrada, lo
que indica la pluripotencia de las células reprogramadas. La superioridad del ARNm sintético que contiene Fl se confirmé
mediante una mayor expresion del marcador endégeno en comparacion con la reprogramacion con los ARNm que
contienen 2hBg e IF.

Estos resultados muestran, que la sustitucion de la 2hBg-UTR con la FI-UTR resulta en una tecnologia de reprogramacion
basada en el ARN mas rapida y eficiente. Esto probablemente se basa en la expresion mas larga y mas alta de los factores
de transcripcion de reprogramacion que resultan de la sustitucion con el elemento Fl. La orientacion del elemento Fl
parece de esta manera indispensable, ya que el beneficio no se observé con las construcciones IF. La reprogramacion
exitosa de las células mediante el ARNm que contienen Fl se confirmé por la morfologia similar a las células hES, la
actividad AP y la expresion de los marcadores de la superficie celular de las hES y de los marcadores endogenos de las
colonias de las células iPS resultantes.

Tablas

Tabla 1 Vida media del ARNm en horas (h) calculada a partir de datos de experimentos de transcriptasa inversa-PCR
(RT-PCR) en tiempo real para monitorear el progreso de la seleccion. Los ARNm se cuantificaron 8, 24 y 48 horas después
de la electroporacion. En el experimento | (izquierda), cada muestra se analizé solo una vez. En consecuencia, no se
proporciona una desviacion estandar.

Muestra Vida media del ARNm Muestra Vida media del ARNm
2hBg 75h 2hBg 13,56+0,2h

lib 45h Rn4 13,9+0,7h

Rn1 49h Rn5 16,5+0,7h

Rn2 6,7h

Rn3 75h

Tabla 2 Descripcion general de los 7 grupos principales con la region de union (BR) dentro de la UTR-3' de la secuencia
BLASTed. Se muestran la abreviatura del grupo, el nimero de clones identificados para el grupo (num.), el origen
gendmico con la abreviatura respectiva (Abr.), el codigo NCBI y la posicion dentro de la secuencia con respecto a la region
codificante. De acuerdo con NextBio, todas las secuencias se regulan positivamente en hiDC.

Resultado del BLAST con la secuencia representativa

Grupo num. de cada grupo. Homo Sapiens Abr. Cddigo NCBI BR

B 50 Fragmento Fc de IgG. receptor. transportador. alfa. FCGRT NM_001136019 UTR-3'
ARNm (clon de ADNCc)

D 22 Proteina 1 especifica de linfocitos. ARNm LSP1 NM_002339 UTR-3'

E 13 Ligando 22 de quimiocina (motivo C-X-C). ARNm CCL22 NM_002990 UTR-3'

F 4  Potenciador de la Separaciéon del Amino Terminal. AES NM_198969 UTR-3'
ARNmM

G 15 Familia de fosfolipasa D. miembro 3. ARNm PLD3 NM_001031696 CDS+UTR-3'

I 17  ARN 12S codificado mitocondrialmente MT-RNR1  NC_012920 ncRNA

J 22 Complejo principal de histocompatibilidad, clase Il. HLA-DRB4 NM_021983 UTR-3'

DR beta 4. ARNm

Tabla 3 Valores calculados en relacién con nuestro estandar de oro 2hBg para la vida media y la proteina total a lo largo
del tiempo. Se muestran el nombre del grupo y el gen respectivo.
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Con relacién a 2hBg

Gen RefSeq . . Proteina total en el

Vida media .

tiempo

Fragmento Fc de IgG, receptor, transportador,
alfa NM_001136019 0,89+0,15 0,96 £ 0,15
Proteina 1 especifica de linfocitos NM_002339 0,80 + 0,21 0,75+ 0,03
Ligando de quimiocina 22 NM_002990 0,82 +0,16 0,66 +0,12
Potenciador de la Separaciéon del Amino
Terminal NM_198969 0,90 £ 0,06 0,95+ 0,01
Miembro 3 de la familia de Fosfolipasa D NM_001031696 0,79 + 0,21 0,66 +0,13
ARN 12S codificado mitocondrialmente NC 012920 1,15+ 0,09 0,94 + 0,08
Complejo principal de histocompatibilidad
clase |l DR beta 4 NM_021983 0,89 £ 0,08 0,89 £ 0,09

Tabla 4. Condiciones de PCR para la amplificacion de la biblioteca y las etapas de seleccion

posterior.
Tiempo Temperatura Etapa
1 min 30 98 °C Desnaturalizacion
3 inicial
L
205 98°C Desnaturalizacion
30s 65°C Hibridacion
455 72°C Extension
5 min 72°C Extensidn final
o 4°C IMantenimiento

Tabla 5 Reaccioén de transcripcion IVT-T7.

Conc./Vol. Conc. Final
ddH20 Ad 50 pL
Casquete D1 Variable 6,0 mM
ATP/CTP/UTP 100 mM 7,5mM
GTP 100 mM 1,5mM
Tampén T7 10x 1x
Producto de la PCR Variable 0,05 pg/uL
enzima T7 mix HC 10x 1x
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Tabla 6. Combinaciones clonadas y comparadas con nuestro estdndar de oro 2hBg (esquina
inferior derecha). Se resaltan los elementos Unicos clonados dos veces.
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Tabla 7 Resultado de FCGRT (grupo B) clonado como elemento Unico o combinado en direccion 5' con una de las otras
secuencias del grupo como elemento en direccion 3'. Los valores en negrita son > 1,0. Los valores son con relacion a

I G B D f E F o heg
FE ;ﬁ_ || Gl Bl DIl El F hegl
¢ | 6 ﬁG B D6 G EG  FG hBgG
B B GB E;E . DB B EB FB  hBgB
D (D G 8D m:: IO ED  FD  hBgDd
] W e B D _u : :-:: Bl F  hBgl
£ | E GE BE DE JE EE - hBgE
FlE e B OF & E ~ hBgr
heg | IhBg GhBg BhBg DhBg JhBg EhBg FhBg Ith

2hBg
Con relacién a 2hBg
Muestra
Vida media Eficiencia de la traduccion Proteina total en el tiempo
B 0,840 1,320 1,300
BB 0,580 1,530 0,900
BI 0,920 1,750 1,410
BG 0,780 2,300 1,430
BD 0,730 1,970 1,220
BJ 0,710 1,910 1,190
BE 0,720 1,500 1,030
BF 0,760 1,720 1,220
BhBg 0,970 2,200 1,740
hBgB 0,640 1,750 1,030
2hBg 1,000 1,000 1,000

Tabla 8 Resultado de LSP1 (grupo D) clonado como elemento Unico o combinado en direcciéon 5' con una de las otras
secuencias del grupo como elemento en direccion 3'. Los valores en negrita son > 1,0. Los valores son con relacion a

2hBg.
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Con relacién a 2hBg

Muestra
Vida media Eficiencia de la traduccion Proteina total en el tiempo

D 0,770 0,860 1,250
DD 0,680 1,130 1,000
DI 0,960 1,440 1,270
DG 0,700 1,530 1,110
DB 0,640 0,900 0,760
DJ 0,640 1,040 0,890
DE 0,690 1,000 0,970
DF 0,750 1,080 1,000
DhBg 0,840 1,120 1,020
hBgD 0,820 1,490 1,160
2hBg 1,000 1,000 1,000

Tabla 9 Resultado de CCL22 (grupo E) clonado como elemento tinico o combinado en direccién 5' con una de las otras
secuencias del grupo como elemento en direccion 3'. Los valores en negrita son > 1,0. Los valores son con relacion a

2hBg.
Con relacién a 2hBg
Muestra
Vida media Eficiencia de la traduccion Proteina total en el tiempo
E 0,760 0,970 0,940
EE 0,600 0,950 0,670
El 0,890 1,120 0,960
EG 0,680 1,590 0,940
EB 0,570 1,470 0,850
ED 0,650 1,350 0,950
EJ 0,600 1,230 0,760
EF 0,760 1,100 0,860
EhBg 0,690 1,190 0,780
hBgE 0,880 1,630 1,050
2hBg 1,000 1,000 1,000

Tabla 10 Resultado de AES (grupo F) clonado como elemento Unico o combinado en direcciéon 5' con una de las otras
secuencias del grupo como elemento en direccion 3'. Los valores en negrita son > 1,0. Los valores son con relacion a

2hBg.
Con relacién a 2hBg
Muestra
Vida media Eficiencia de la traduccion Proteina total en el tiempo
F 0,500 1,760 0,970
FF 0,910 1,770 1,410
Fl 1,100 1,490 1,290
FG 0,850 1,680 0,980
FB 0,720 1,360 0,860
FD 0,490 1,350 0,620
FJ 0,780 1,720 1,090
FE 0,730 1,660 1,080
FhBg 1,050 1,900 1,530
hBgF 0,940 2,250 1,500
2hBg 1,000 1,000 1,000
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Tabla 11 Resultado de PLD3 (grupo G) clonado como elemento Unico o combinado en direccién 5' con una de las otras
secuencias del grupo como elemento en direccion 3'. Los valores en negrita son > 1,0. Los valores son con relacion a
2hBg.

Con relacién a 2hBg
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Muestra
Vida media Eficiencia de la traduccion Proteina total en el tiempo
G 0,740 1,260 1,110
GG 0,480 1,080 0,690
Gl 0,990 1,010 1,000
GB 0,520 0,970 0,620
GD 0,630 1,170 0,780
GJ 0,520 0,940 0,640
GE 0,500 0,730 0,550
GF 0,620 0,790 0,680
GhBg 0,740 0,990 0,860
hBgG 0,720 1,160 0,910
2hBg 1,000 1,000 1,000

Tabla 12 Resultado de mtRNRI (grupo I) clonado como elemento Unico o combinado en direccién 5' con una de las otras
secuencias del grupo como elemento en direccion 3'. Los valores en negrita son. Los valores son con relacion a 2hBg.

Con relacién a 2hBg

Muestra
Vida media Eficiencia de la traduccion Proteina total en el tiempo

I 1,080 1,020 1,440

I 1,170 0,830 1,030
IG 1,040 1,250 1,310
IB 1,100 1,200 1,180
ID 1,190 1,580 1,510
IJ 1,080 1,430 1,330
IE 1,060 1,000 1,070
IF 1,220 1,130 1,290
IhBg 1,230 1,110 1,210
hBgl 1,210 1,420 1,270
2hBg 1,000 1,000 1,000

Tabla 13 Resultado de HLA-DRB4 (grupo J) clonado como elemento tinico o combinado en direccidon 5' con una de las
otras secuencias del grupo como elemento en direccion 3'. Los valores en negrita son > 1,0. Los valores son con relacion

a 2hBg.
Con relacién a 2hBg
Muestra
Vida Media Eficiencia de la traduccion Proteina total en el tiempo

J 0,790 0,930 0,920

JJ 0,490 0,960 0,540

Ji 0,880 1,110 0,900
JG 0,420 1,280 0,630
JB 0,480 1,000 0,520
JD 0,500 1,370 0,830
JE 0,420 0,950 0,520
JF 0,570 1,190 0,800
JhBg 0,730 1,100 0,800
hBgJ 0,770 1,530 1,080
2hBg 1,000 1,000 1,000
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Tabla 14 Resultados representativos mediante el uso de luc2mut como gen reportero y las UTR-3' recién seleccionadas
después de la electroporacién en hiDC. La actividad de luciferasa se midié durante 96 h. Los valores son con relacion a
2hBg.

Con relacién a 2hBg

Muestra
Vida media Eficiencia de la traduccion Proteina total en el tiempo

noUTR 0,300 0,694 0,139
hBg 0,360 1,216 0,437
I 0,800 1,132 0,936
IF 1,110 1,050 1,133
Fl 1,020 0,818 0,847
IhBg 0,880 0,860 0,792
hBgl 0,840 0,776 0,681
2hBg 1,000 1,000 1,000

Tabla 15: Condiciones de Electroporacion

La tabla resume los detalles del protocolo de electroporacion para todos los tipos de células usados. La cantidad de
células indicadas bajo el recuento celular se mezcld con la cantidad de ARN indicada en ug o pmol tanto en las cubetas
de electroporacion como en las placas de electroporacion de 96 pocillos (como se indica en el formato) en medio X-
VIVO15 (Lonza). La electroporacion se realizé mediante la aplicacion de un pulso con la longitud y el voltaje designado
enumerado bajo V. Posteriormente, la suspension celular se diluyé en medio de crecimiento y se distribuy6é en 96
pocillos con la densidad enumerada bajo células/puntos de tiempo.
tamafio de la recuento de ARN ARN células/puntos
Formato . ) \% pulso
brecha células [ugl [pmol] de tiempo
hiDCs cubeta 4mm 1,00E+06 10 5,00E+04 300 | 1x12ms
HFF 96- 4mm 7,00E+04 2 1,00E+04 | 200 | 1x24ms
pocillos
CD8+ cubeta 4mm 2,50E+06 10 1,67E+05 500 | 1x3ms
CD4+ cubeta 4mm 2,50E+06 10 1,67E+05 500 | 1x3ms
MEF 96- 4mm 7,00E+04 2 1,00E+04 | 200 | 3x6ms/
pocillos 400ms
cecr2 | % 4mm 7,00E+04 2 1,00E+04 | 240 | SXOms/
pocillos 400ms
bmDCs | cubeta 4mm 1,00E+06 10 5,00E+04 400 | 1x5ms
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Tabla 16

Vida media y proteina total del elemento FI con relacion a 2hBgUTR que contiene ARNm no modificado y modificado,
después de la electroporacion, y ARN no modificado después de la lipofeccion. Los plasmidos que codifican el gen de
luciferasa de luciérnaga que contiene ya sea Fl o 2hBg como 3'UTR se linealizaron en direccion 3' del poli(dA:dT) con
una enzima de restriccion de clase IS, de esta manera se genera un molde sin nucleétido adicional mas alla del
poli(dA:dT). EI ADN plasmidico linealizado se purificd mediante el uso de perlas magnéticas carboxiladas (Invitrogen),
se cuantificé por espectrofotometria y se sometié a transcripciones in vitro. Para las transcripciones in vitro de
fabricacion casera se usaron las ARN polimerasas T7 suplementadas con inhibidores de RNasa y pirofosfatasa con
NTP 7,5 mM en un tampoén de Hepes 125mM pH 8,35, MgOAc2 34mM, DTT 10mM y espermidina 2mM. Para una
eficiente formacion del casquete del ARN se afiadio 3-S-ARCA(D2) 6 mM a la reaccion y la concentracion inicial de
GTP se redujo a 1,5 mM, que se ajustd a 7,5 mM en un proceso de alimentacion por lotes durante 2,5 h a 37 °C. El
ARN se purificd mediante perlas magnéticas carboxiladas (Invitrogen) y la concentracion y calidad del ARN se evaluaron
mediante espectrofotometria y analisis en un Bioanalizador 2100 (Agilent).

A) Muestra que la vida media de los ARNm no modificados que contienen el elemento Fl son mayores o comparables
a los que contienen el 2hBg 3'UTR en varias lineas celulares humanas y murinas. La cantidad de fibroblastos humanos
(HFF), células T CD8+ y CD4+, fibroblastos embrionarios murinos (MEF), células de mioblastoma (C2C12) y DC
murinas como se enumeran en la Tabla 15 se mezclaron con la cantidad respectiva de ARN (Tabla 15) en medio X-
VIVO15 (Lonza) y se sometieron a electroporacion. El nimero indicado de células se sembré en placas de 96 pocillos
en 100pL de medio de crecimiento apropiado con aditivos. Alas 2, 6, 24, 48, 72 y 96 horas después de la siembra, se
determiné la actividad de luciferasa de luciérnaga mediante la adicion de Luciferina (Promega) en un lector de
fluorescencia (TECAN).

B) Muestra que la vida media de los ARNm modificados m1Y que contienen el elemento Fl son mas altas o comparables
a las que contienen el 2hBg 3'UTR en diferentes lineas celulares humanas y murinas. La cantidad de células dendriticas
inmaduras humanas (iDC), fibroblastos (HFF), células T CD8+ y CD4+, fibroblastos embrionarios murinos (MEF),
células de mioblastoma (C2C12) y DC murinas como se enumeran en la Tabla 15 se mezclaron con la cantidad
respectiva de ARN modificado m1Y (Tabla 15) en medio X-VIVO15 (Lonza) y se sometieron a electroporacion. El
numero indicado de células se sembré en placas de 96 pocillos en 100uL de medio de crecimiento apropiado con
aditivos. A las 2, 6, 24, 48, 72 y 96 horas después de la siembra, se determind la actividad de luciferasa de luciérnaga
mediante la adicion de Luciferina (Promega) en un lector de fluorescencia (TECAN).

C) Muestra que la vida media de los ARNm no modificados que contienen el elemento Fl son mayores o comparables
a los que contienen el 2hBg 3'UTR en diferentes lineas celulares, ademas, cuando el ARN se transfectd mediante
lipofeccion. Se incubaron 50 ng de ARN durante 15-30 minutos con 0,2uL RNAIMAX y se administré a las células 1E04,
HFF, MEF o C2C12 en 96 pocillos. Los niveles de luciferasa se midieron a las 3, 6, 12, 24, 48, 72 y 96 h mediante la
adicion de Luciferina (Promega) en un lector de fluorescencia (TECAN).

A B C
ARNmM no modificado ARNmM modificado m1Y Lipofeccién
con relaciéon a 2hBg con relacién a 2hBg con relacién a 2hBg
Vida media proteina total Vida media proteina total Vida media proteina total

hiDCs 1,29 2,24
c2c12 1,64 2,24 1,58 2,32 1,09 1,82
HFF 1,69 2,45 1,83 2,21 1,14 2,22
MEF 1,39 2,15 1,18 1,52 1,11 2,24
CD4+ 1,04 1,32 1,02 1,46
CD8+ 0,96 1,29 1,05 1,33
bmDC 0,87 1,98 1,09 1,34

Tabla 17: 10ug del ARN que codifica para la luciferasa de luciérnaga que contiene ya sea el elemento Fl o variaciones
del elemento FI con la homologia designada a la secuencia Fl original como 3'UTR se electroporaron en hiDC en un
formato de 96 pocillos. La expresion de luciferasa se sigui6 en el tiempo alas 3, 6, 24, 48, y 72 h, y a partir de la curva de
expresion resultante se calculd la vida media de ARNm y la cantidad de proteina total traducida a partir del ARN.

con relacién a la secuencia Fl

Vida media proteina total
% de homologia
97,5 1,0+/-0,1 1,3+/-0,2
95,0 1,0+/-0,0 1,2+/-0,2
92,5 1,1+/-0,1 1,4+/-0,1
90,0 0,9+/-0,1 1,1+/-0,2
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Tabla 18: 10ug del ARN que codifica para la luciferasa de luciérnaga que contiene ya sea el elemento Fl o variaciones
del elemento FI que contiene la estructura que retiene o destruye las mutaciones y con la homologia designada a la
secuencia Fl original como 3'UTR se electroporaron en hiDC en un formato de 96 pocillos. La expresion de luciferasa se
siguid en el tiempo a las 3, 6, 24, 48, y 72 h, y a partir de la curva de expresion resultante se calculé la vida media de
ARNm y la cantidad de proteina total.
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Modificaciones que retienen la estructura

Modificaciones que desestabilizan la estructura

con relacién a la secuencia Fl

con relacién a la secuencia Fl

Vida media proteina total Vida media proteina total
% de homologia % de homologia
97,5 1,2+/-0,1 1,6+/-0,3 98,75 1,1+/-0,1 1,5+/-0,1
95,0 1,1+/-0,1 1,7+/-0,3 97,50 1,1+/-0,1 1,4+/-0,1
92,5 1,1+/-0,1 1,5+/-0,3 96,25 1,0+/-0,1 1,5+/-0,1
90,0 1,1+/-0,2 1,4+/-0,1 95,00 1,0+/-0,0 1,1+/-0,2
Mutacién 8nt 0,9 +/-0,0 1,3+/-0,4

Las secuencias descritas en la presente descripcion son las siguientes:

Grupo B

>Rn5-2plAd_For2

CAUCCUGCUGCUGCUGCUGCUGCUGCUGCGEEUCUUCCUGGAATUCUGACCATUCGUUGUC

UGCUAUGCCCGUCCUCACCARGRACUGACUGCCUGCUGCUUUGCUACUGCCCGGECCCAUG
AGACUGACUUCCCACUGCUCUGCCUGCCUCUCCCCACUGCACUGGCACAGCCCCGLCUUG
CCGCUGCUGAUCCAUUGCCGGUGUGACC

>Rn5-2plA3_For2

GCUGCUGCUGCUGECUGCUGCUGECEEEUCTUCCUGGAAUCUGACCATUCGUUGUCUGCUAD
GCCCGUCCUCACCAAGACUGACUGCCUGCUGCUTUGCUACUGCCCGGGCCCAUGAGACUG
ACUUCCCACUGCUCTUGCCUGCCUCUCCCCACUGCACUGGCACAGCCCOGCCUUGCCGCUG
CUGAUCCAUUGCCGGEUGUGACC

>Rn5C5_For2

UUCCUGCUGCUGCUGCUGCUGCUGCUGCUGCGGEUCUUCCUAGAAUCUGACCATUCGUUG
UCUGCUAUGCCCGUCCUCACCAAGACUGACUGCCUGCUGCUUUGCUACUGCCCGGGCCCA
UGAGACUGACUUCCCACUGCUCUGCCUGCCUCUCCCCACUGCACUGGCACAGCCCOGCCT
UGCCGCUGCUGAUCCAUUGCCGGUGAGACC

>Rn5E6_For2
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DECUECUECIECUECEEEUCTTCCUGERATCDEACCATUOE NGOG CURDECCOGUCT
CCACCAAGACUGACTGCCUSCUGCIUIUGCUACUG O CGGECCCAUGAGACTGACTUCCCA
CUGCUCUECCUGECUCUC OO CACGCACTRGCACAG COC QT CUEC CGC U CIGALIC Ch
OUECCGECEGACE

»RnE-1Wol3_For2

GOUGCUGCEEEUCIIZCEEARTCUGACCAUTCEIDGEUCTSCTATGCCOGUCCTCACIAR
GACUGACTGECCUGCUCECUTNGCUACOECCCEEECCCATGAGACUGACTUCCCACTECTICTT
GUCTGCCUCUCCCCACTGCACUGECACAGUCCCGLCUUGOCGCUGECUGATCCATUGEOGGE
CGUOACC

>Rin6-1WoB12_For2

COGEAMFCUGACCATICEUNEUCRECUADECCCEOCCICACCR ACACTIGACTGCCUGECTHE
CUUIGCUACIGCCOGGECCCATGAGACUGACTIC CCACTGCUCIECCUGCCUCTCCCCAC
UECACOERCACRECCCCECCIUECCECUECTUGADCCATIGCCEECEERCCT

*FEnE-1WoB1_ForZ

DCCOECECECUECUECTECECIECGAEUC I CUOCREARTCTEACCATNOGUIEDCTE
COAROECCCEICCUCACCARGACTICRCIGCCOECUECUTTECOACTECCCGEECCCAIGRS
ACUGACUTCCCACUGCOCUECCUGACCUCUCCCCACTGCACHSECACAROCCORCCTIIECC
ACUGCUSATCCATDECOGCEUEERATC

*RnE-1WoF3_For2

CUECCUECTECUIECUAC DGO CEEECCCADGAGACTGACTNIC CCACTIGCOC G CTGE
ST CCACUGCACTGGUACAGCCCOGC CUNGC O UG CUGAUC CATUGC CGETTAGARS
L

*RnE-1Wao_H11_b

DCCDGECIECUECOECRECICCUEC UG CCEE0CUIC CUEE AR NCTICACCATIDGIIGICTE
CUAUGCCCGUCCUCACCARGACTGACIGCCUGCIGCUUIGCUACTGOCOGGECCCAUGAG
ACTGACTICCCACTIGCUICIGCC TR CCUCTICCCCACTGCACTGECACAGOCCCGCCTRGOC
CCUECOGATCCATTCCCEEDEEGERTC

>RnE-2WoG8_b
ACUGCUECUBCUECUGCaCEUCUUCCUGCAAUCUCAC CATICGUUCUCUGCUADGCOCEY
CCUCACCAAGACTGACUGCCUGCUGCUUUGCUACUGCCOGGGCCCAUGAGACUGACTITICT

CACTCUCTG OGO e O CACTUGCACTGECACAGC COCG OGO OGCUG CUGATO
CANUGCCEEUGETREACT
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>RnS-2pHB3_For2

UGG CUCACUGAGUICUEAAGAGCIGTUAACURCCAUGECCAGIC CUCCCUGAGUCTGA
COARUCICCANCCCC UG CUE UGl CUECCEEUCTI COGEAATCUGACCAT
ToEUDErC e AT CCOEUCCUCRCCAACA CTIGACDECCUSCUECUIIGCOACDECCCE
GECCCRDGAGACTERCTICCCACDEC UG CUGCCUCOCCCCACUECACTUGECACARCC
CCRCCUDGCCRCIECUEATCCATTIECCGEDETERCT

>RnS_F5_b

UoUGGCCUCACUGRGUCUEAAGAGCIGTUAACTRCCAUGGCCAGUCCUC CCUGRGUCTGA
CCATCTUCCRDCCUGCUGCOGCUGCUGITGCUGCUGCGEEUCIICCUGEAAUC TG AC CAL
GG CUGCUATGCCOGUCCUCACCAAGACTGACUGCCUGCUGCUIIGCUACUGECCG
GGUUCATGAGACUGACTUCCCACTGCUCUGCCUGCCUCUCCCCAC UG CACUGGCATAGCT
CoGCCUDGCCGECUGCUGATCCATIECOGGUGUEACT

>RnSB4_For2

CUACCADGECCAGUCCUCCCUGAGUCTGACCATCTUC CADCC UG CUE CUG G CUGTNEC
EFCUGCEEEUCITCCUGEARTCTGACCATICEUNGTCUECIATGCCCEICCUCACCARES
CUOGACDECCUGCIGCUUDECUACTECCCEEECCCATGAGACTGACTDCCCACTECUCTEC
COGCCUIICCCCACUGCACTGECACAGCC COGCLTIGCCGCUGCTGATOCATTGCCEEUGE
TGACT

>Rné-1WoH8_For2

GUCCUCCCGAGDCDEACCANCTICCAT CCUGCUEC TG CUGCUSINECIECUECEEEICT
UCCEEAADCUGACCATTCGUUGUCUGCTATGCCOGUTCCUCACCARGACTGACTECCDGT
UGCUIUGCUACTGCCCCGEECCCATGARACTGACUTCCCACUECUCUGCCIGCCUCUCCCC
ACECACUGECACACCCCCECCUIGCCECUECUGATCCATUGCCGGUCIGACA

>RnG-2%oC11_For2

GUCCUCCCUGRGUCUGACCATCTIC CATCCUG UG UG CUGCIGCUGC UG CUGCEGEUCT

DCCUGERARDCTEACCATIUG UG CUGCUADGOCCCUCCUCACCARGACTGRCTIG COTIGE
DECUTUGCUACTGCCCGFEECOCATGAGACTGRCTUCCCACTGCUCTGCCUGC O COCTA
CUGCACTGECACAGCCCOECCTGCCECUGCUGATC CATIGCCOGUGTGACT

>RnS_C3_b
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CCADC OIS UGG CUECUG UGG COG CEEEUICTIC CUGEAAUICUGAC CATUCGUIUGT
COCCUATGCCOEUCCD A CARGACUGACDECCUGCDECINECUACTGCCCEEECCCATG
AGARCUGACTOCCCACTECUCOECCUS O CUCUCCCCACDECACTEECACASCCCORCCTUTR
COGCUGCUGATCCATDGCOGEUGEDGEACT

>Rnb-2WoH5_For2

GOCAGUCCUCCCUGAGUCUGACCADC T CC AT CCUGCIECUGCUGCUIGIUGCUGCUGEOGGE
GUCTC CUGGAAIC A CCATICGUDGUICUGCTADGCCOGUCCUCACCARGACUIGACTIGT
CUGCUGATUIGCUACUGCCOGGGCCCATGAGACUGACTICCCACUGCUCUGCCUGCCUCY
CCCCACUGCACUGECACAGCCCCGCCUTGCCGCUGCUGATCCATIGCCIGUGUGRCC

>Rn6-96hE12_For2

DECCUICCGUCICCUECDE O UGS CCUCACTGAGUC UG ARAGRGCUGTUARCUACCATG
GOCAGDCCUCCCUGASTCIZACCADCUIC AT COCCUECUGCDECUSCUGECUE CUIECEE
GUCTUICCOECAATCOGRARCCATICEUUETCUECTTANGC COGUC COCACCARGACTIGACTIGC
CGFCUERCUIRGCUACTGECCCGEECCCATGAGACUGACTICCCACUGIICUGECCUGRCCTICT
CCCCACUGCACTGGECACAGCCOCGCCIIGCOGCUGCUGATC CAUTGCCGEUGUGRCT

>Rn6-06h-2pl-E8_F

GEOCAGUCCUICCCUGAGUCUGACCAUCTUCCAUCCUGCUGCUGCUGCUGCUGCUGIUGOG
GEUCUICCUGGARAUCUGACCAUICGUUGUC UG CTAUGCCOGUCCUCACCARGRCUGRCUG
CONGCURCUUIGCUACUGCCOEGGCCCATGAGRCTGACTICOCACUGCUC UG CCUECCUC
TCCCCACTECACTGECACAGCCCCGCCUTECOFCTECUGATCCATIGFCCGEUEDERCT

>Rn6-96h-2pl-H10_

GECCAGUCCNCCCUGAGUCDGEACCATCIICCATCCUGCUGCUGCUECUECUGCUGCUECG
GGUCTUICCUGEAATCUGACCAULICGUUGUCUGCTADGCCOGUCCUCACCAAGAC DGR TG
COECUGCUIIGCUACUGCCOGGGCC CAUGAGRCUGACUICCCACUECUCUGCCDGCCTC
DCCCCACTECACTAECACARGCCCCECCIIECOGCTECUGATCCATIGCCEEDEIERACT

>Rnb6-1WoB11_For2

DEACCADCIICCANCCUGCUIEC UGG CUG CUGC UG CGGEUCTICCUGGARAUCTIGAC
CATUCGUIE UG DAGCCCGUC CUCACCRAGACDEACGCCGCUGCOURE CIACTIGE
COGEECCCANGACACTRACTIOCCCACTECUCUE CCOECCUC U CCCACTS CACTEECACR
GUCCCECCUTGCCECTECIGATCCATTGCCEEUEUGEACT

=RinG-1WoF7_For2
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CoRGUCCUCCCEAGUCUEACCAU ST C CATCCUGCUGCUECNEITECUGCUG UG OEEE
e CUEEAATCTCAC CATICGTUEIC TG CTATGCCOGUCCUCACCAMARACTEACTIGCC
DGO CTACUGCC GGG U CATGAGACTIGACTUFC OO CTFCTG O COE T CIICTIC

COCACUGCACTGECACAGLCCCGCCUTGCOGCUE CUGATCCAUDIGCCUGUGTGACCA

>RnG-1WoAT_For2

CEACCAUCTUC CANCCUGCUGCUGCUGCUGCUGCEEGUCTICCUGGAATCUGACCAUICG
UUGUICUGCUADGCCOGUCCUUACCAAGACUGACUGCCLGCUGCUUDGCUACUGCCCGGGT
CCAUGAGACUGACUTUCCCACUGCUCTGCCUGCCUCUCCCCACUGCACUGGCACAGCCCOG
CCUIGUCGCUGCUGAUTCCAUUGCCGGUGUGACAC

>Rné-2WoD11_b

GACUGACUGCCUGCUGCUIIGCUACUGCCOGEECCCAUGAGACUGACTUCCCACRGCUCY
GUCUGCCUCUCCCCACUGE CACUGGUACRGOCCOGOCUUGCCGCUGCUGAUCCATIGCOGEE
UGUGEACCC

>RnG-2WoGE3_For2

COCCCUGAGUCUGACCAUCTUCCATCCUGCUGCUGCUGCUGCUGCUGCUCCGEEUCTUCT
DECAADCUGACCATDCETISUCUECTADCCCCGUCCUCACCARGACTIEACURCCUECIGES
OOUGECOACTGC COREECCCADCGRGACTICGACTOC CCACTRCTCTEC CUSCCOCTICCCCACTT
GLACUGECACAGCCCOECOUIGCCACUGCUGADCCATNFFCCGEIGUIACT

=Rn6-2WoC2_For2

T CAUCCUGCUGCUGCUGCIGCUGCUGCUGOGEEUCTICCUGGAAUCTGACCAUUCGLT
GUCIGCUATGC COGUCCTCACCARGRCUGACIGC CUGCDGCUINGCUACTIGCCCGEECCT
AUGAGACUSACUDNCCCACUGCUCUGCCUGC CUCUCCOCACUGCACUGECACAGCCCOGOD
OGO CECTECUGATCCATUGCCEEDEUIGACT

>Rné-1WoD6_For2

PFCCCGUCCUCACCARGACUGACDGCCUGCUGCUTIGCUACTGCC CGEGLCCAUGRAGARCT
GACUUCCCACUGCUCUGCCUGCCUCUCCCCACUGCACUGGCACAGCCCCGOCUUGCOGCT
GCUGATCCAUTIGCOGGUGUGACT

=RnG-1WoD10_For2
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DECCCGUCCUCACCARGACUGACUGOCUGCUGCITIGCUACTGCCOGEECCCALUGAGATT
GACTUCCCACUGCUCUGCCUGCCUCTCCCCACTGCACUGECACAGCCCUGCCUUGC OG0T
CGCUGATCCATTIGCCRETGTGEACC

=Rnb-2WoG5_For2

GUEGEUCUUICCOEEAATCUGARCAICGUIGUCDGCUATGCCCGUCCUCACCAMGACTIGA
CUGCCIECDGCITIGCUACUHECCOGGECCCAUGRGRCOGACTUCCCACUGCICTGCCUGE
CUCICCCCACUGCACUGGCACRGCCCCGOCTIG CCGCUGCUGATCCATDGCOGGUGUIGAT
C

>Rné-96h-2pl-G8_F

SUUGUCUGCUARGCCCGUCCUCACCARGACUGACDGCCUGCUGCUUIDGCUACDGCOCCGEE
CCCADGRGACUGACUTCCCACTGCOCUGCCUGCIUICTCCOCACUGCACTEGUACAGOCCC
GCCUUGCCECUGCUGATCCATIGCCGGUSUGROT

>Rnb-1WoET_For2
CAAGACUGA UG CCUGCUGCUTIGCUACTGCCCGEECCCANGAGACUIGATTUCCCACUGT

oG CCUGCCUCUCCCCACTUGCACTGE CACAGC CCOECCTIGCCGCUGCUGATCCATDGT
CEEUGDERCTC

>Rné-1Wao_A12_b

CCUCACCARCRCTGRACIGCCUGCUGECUIIGITACUGCCCGRACCCADGAGACUGACTTCC
CACUGCUCUGCCUGCCUCUCCOCACTG CACTGGCACAGCOCCGOCUNGCCGCUGCTIGADC
CAUDGUCHEUSUGACTGT

=Rnb-1WoG11_For2

CUNCCAUCCUGCUGCUGCUGCUGCUE CUGC UG CEEEUCTUCCUGGARTCUGRCCAUTICGTT
DGUCUGCUAUGCCCGUCCUCACCARGACTIGACUG CCUGCUGCUINGCIACUGCOCGEECT
CAUGAGRCUGACTUIC CCACTGCUC DG CCUGOCUCUC COCACUGCACTGGCACRGOOCOGE
CUUGCOGCUGCUGADCCAIUGCCGHEUGUGACCCT

>Rné-1WoHS_For2

COCACCAAGRCUGACTGCCUGCUGC UG CIACUGC COGGECCCATUGAGRCUGACTINCCC
ACOGCUCUECCUECCUIUCCCCACUG CACTGECACACCCCCECCTUG OO CUGECTISATCC
AUDECOAETEUGEACT

>Rné-1WokH4_For?
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ARGACUGACTIGCCUGCUGCTIIGCUACTGCCCGEECCCADGAGACTGACTUCCCACTGCT
COGCCUGCCUCUCCOCACUGCACUGGCACAGCCCCGCCUUGCCGCTGCBGAUCCAIMCC
GGEOIHEUGEACC

>RinG-2WoB4_For2

COCCACCUCGCIICCATIECUUS CAGARCUNCUCGCOEUGCUCACCAAG OGO CTCC
OOGEAGECCUCAGCARCACCRUICATCARGCUGAGCUUC CAECUCTUIDC CUGAGITUCTCA
GCUCUCCGCATTUCC UG COGCATGGECEUCCACCUUC DG CGUGEECCACCTCCAUCTOCUCC
UG CTCGCAGCUGCOGEGACAC T CUGDGCUARGAUGGEATACGECATUGAGEGEA
UCAADGUCTIARGEAUCCGAICUGCTDCHEECCUCACTEAGUCTEARAGRGCUGUUARCTIAC
CRAUGGECCAQUCCUCCCUGARGUCTEACCATCUTCCATCCUGCOECTIGCGCUGCUGECUGECD
GOGEGEUCUICCUEEAATCUGACCATICGUIGUC UG CUANGUCOGUCCUCACCARGACTIGA
CUGECCUGCUG TG IOACTGCCOGEGCOCATGAGA CUGACTUC COACUGIUCUGOCTGT
CUCUCCCCACTECACTGECACARCCCOECCUIGCCECUGCUCATCCANUE CCGEUETEALC
-

>Rn6-96h-2pl-AS_F

CUGACTGCCUECUGCUIIGCUACDECCCGEE COCAUGAGA TGRSO CACTGCUCTGC
CUGCCUCOCCCCACUGCACTGECACAGCCCCACCTIUGCCGCUGCEUGATCCATUGCCEETG
UGACC

>Rné-1WoCE_For?

CCARRCUGACTGC CUGCUGC UG CUACUECCCGEECCCATGAGRCUGACUTICCCACTIG
CUCUGLCUGCCUCUCCCCACUGCACUGECACKRGCCCCGLCTIUGCOGCUGCUGATCCALTUIG

ACGGUGUGACC

>RnS01_For2

UaACTARCCANGECCAGUCCUCCCURACTCUGAC CATCTIUC CATCCUGCUGCUGCTIG NG
UGCUGCEEEUC T CCUGEARTCIGACCATUCGUNGUCTHECUATGCCCGUCCUCAC CARGA
COCACTGCCUGCIECUIUGCUACUGCOCGEECCCATCACACUGACIICCCACUZCUCTIEC
COECCUCOCCCCACUGCACUGECACARCCCOGCCUNECCECUGUUGATCCATIGCCGEIRE
TGACT

>Rmb-2%WoG10_Forz2
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CCAACRCIGACTGOCUGCUGCUTNGIUACTEGO CCGEE OO CAUGAGRCUGACTIC CCRCTG
COCUZCCOECCUCTZCCCACTECACTEACACACCCCCOECCUUGECCECUGTUIEADCCATDG
UCGETETEACC

>Rné-1Wa_E4_b

CCAAGRCUGACUGECCIGCUGCUIIGCUACTGE COGEE OO CAUGAGACUGACTIIC CCACTUG
CUCUGCCUGC eI COCACUGCACTGGCACAGC C OO CUDGCOGC UG CUGATC CALITG
CCEEUGUGACT

>Rné-2WoF3_For2

CUGCUADGCCUGTCCUCACCAAGRCTIGACIGCCUGCUGCUITIGIUACUECOCGEECCCALT
GRGACUEACUDCCCACTECTICUGCCIGCCUCTCCCCARDGCACUGGCACRGCCCCGOCUT
GoOGCUGCUGATCCATDGCOGGEUETDGACC

=FnG-S6h-2pl-B810

COGCUANGCCCGUCCUCACCARGRCIEACTIGCCGCUGCUTUGIUIACUECOCGEGICCAL
GAGACUGACUDCCCACUGCUCUGCCIGOCUCUCCCCACUGCACUGGCACRGOCCOCGOCUT
GUOGCUGCUGATCCAIMGCOGGUGTIEACT

=RimG-96h-2pl-C10

GOUALGCCOGUCCUCACCAAGACUGACTGCCUG CUGCUUUG CUACTUGCCOGGECOCALGR
GACUGACTUCCCACUECUCUGCCDECCUCUCCCCACUGCACUGFCACAGCOCOGCCUTIGTE
CECUGCUGAUCCATIECCGEUGUGACT

=Rmb-1¥WoBE6_For2

U CUGGAA L CTIGACCATICGUIGD CUECUADGCCCGUCCUCACCARAGRCTUGACTGCC
DECUGCTTUGCUACTECCCGEE COCADGAGACTUGACUIC CCACDGIUC TGO OGO CUICTE
CoCACUGCACUGGCACAGCCCOGC TG COGCUGCUGATC CATTIG COGGUGTGACC

>Rné-86h-2pl-DE_F

CUGGARATCUGACCATDCGUTGUCORG CUANGCCOGUCCUCACCARGACTUGACUGCCUGCUG
CUTIGCUACUGCCCGEFCOCAUGRGACUGACTUCCCACTGCUCUGCCUGCCUCTICCCCAL
UGCACUGGCACRGCCCOGUCTIGCOGCUGCUGATCCATUGUCGEUGUGACC

>Rink-96h-2pl-E6_F
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CUGGARTCOGACCATTOGUIGUCUSCUARG COCEUCCUCACCAAGACUGACTIGCC UGG
CUUUGCTACHFCCCEEE OO CATGRGACUGACTTCCCACUGCUCUGCCUGCCUCTCCCCAC

UGCACUGGCRCAGCCCCGOCTUGCOGEUGCUGADC CAUTUGCCGEUSUEACC

>Rné-2WoF10_For2

GEAAUCUGACCATTCGUUGUICUGCUATGCCOGUCCUCACCAACACTIGACTGCCUGCIECT
UOGCUACUGCCOGGE0CCANGAGACUGACUIC CCACUGCUCUGCCUGCCUCTC OO CACTIG
CACUGECACRGCCCCGCCTIGCCGCUGCUGATCCATIGCOGGUGTIGACT

>Rinb-1WoG09_Far2

COARGACUGACUGCCUGCUGCTINGCUACTGCCOGEGCCCATGAGACUIGACTUC CCACTIG
CUCUGCCUIECCUCUCCCCACTIGCACUGECALAGCCCCEC CUUGCCGOUGFCUG AL CALTIG
COGGUGURACT

=RnG-96hC12_For2

CUUCCUGGAADCUGRCC AT TIGUC UG CUADG OGN CCUCACCARGACTGRACDGCCU
GCUGCUTDGCUACTGCCCGEECCCAUGAGACUGACTICCCACUGCUCUGCCUGCCUCTICT
CORCUGCACDFFCATAGCCCOGCCUIGCCGLUGCUGATCCATITCOGGUGUGACT

Grupo D

>Rné-1WoF2_For2

CRGACACCOGCCCCCOGEOCCUGE CUAAGAR U CUNCCUGUIGCCRGCAUGACCUACC
CUCGCCUCTIIGADGCCAUCCECUECCACCUC UG CICCUGEACCCUUTAGCCUCDC
UGCCCUDCCACUCTUCUGACT

>Rin6-2WoD8_For2

TICCAGCCAGRCACCCGCCCCCOGECCCUGECUARGRAG TGO CCUGURGCCAGCALIG
ACCURCCCUCGCCUCTUIGAUGCCAUCCGCUGCCACCUC UG CUCCUGEACCCUTUA
GCCUCUCUGCOCUUCCACUCUCUGACCCC

>Rné-1WoD5_For2

56



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2753201 T3

CUCECUICCUEEEICUGCAGEUCCAGCCEECUGECACCCICCATCUACCCARGEEREATT
CCAGCCAGACACCCGCCCCCCEEOOCUGECTTARGARAGUTIGCIICCUGUNECCAGCATGAL
CUOACCCUCGCCUCTIOEATRCCATC CECTRSCACCTCCTTIIDECTC CUEEACC U ACST
CUCOCUGCCCUTCCACTCOCEACCACCGOCT

>Rn5-2pi-D3_For2

UCCAGCCAGRCACCOGOCCCCOGECOCUGECUARGAAGUIGCUICCUGTIIGC CAGCATIGR,
COTACCCUCGCCUCTUIGAUNGCCANCOECUGOCACCUCCUITIIGCUCCUGGACCCUTUTIAG
COUCUCUGCCCUUCCACTUCUCUGEGE

>RnG-2WoALE_For2

CECUIC GG UCUGCAGGUCCAGCCGECIGECACCCUCCACGUIACC CAGGEGAGATTICT
AGCCRGACACCOGCCCCCOGECCCUGGCUARGARGTIGCIICCUG TG CAGCAIGACCT
ACCCUCGCCUCUUIGADGCCATCCGOUGCCACCUCCUITUGCUCCUGGACCCUUIRG CCT
COCTOGCCCUTCCACTOCOCIGACCACCE

>RnG-2WoD¥T_For2

CAUGUACCCAGGEGAGATICCAGOCAGRCACCOGOCCCCOGECCCUGECUARAGARGUIGT
U CUE UG CCAGCADGACCUACCCUCCCCUCUUUGAUGOCATCOGCUGC CACCUCCTITIT
UGECUCCUGGACOCITUIAGCCUCTUCUGCCCUTICCACTCG

>Rnb-2WoB8_For2

CUCGCIICCUGEEUICTGCAGGUCCAGT CEECUGECACCCUCCATGTACCCARGGEREATITT
CCAGCCAGACACCOGCCCCCOGECCCUGECTAAGRAGUIGCUICCUSTUGCCASCAIIGAC
CUACCCUCECCUCTIUEADECATCCACDECCACCUC COIIUSCOC CUGEACCC U RG S
CUCOCUGCCCCCCCGAT

>RnE-86h-2pkHE_F

CCCAGIUCCCUAGGCEUCCCATCTICECUNCCUGEEUCUECAGEUCCAGCCGGIUGECACT
COCCADCUACCCAGGEEREATTICCAGCCRCACACTCGCCCOICEERCOCTCECTTAREA RETT
ECTUCCETIECCAGCATCACCUACCCTCECCOCTIIGADSCCATC CECOECCACCTICT
TGO CCUGEACCCUUTAGCCUCUCIECCCUUC CACTCUUGACC CCCATCTUTA

=RnG-96h-2pl-F10
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GEC RO EECAUGEERRCUAUGAGARGGUGCUDGUGERAGEEEECOCGECUCCCTRGSET
GUCCCADCUCECUUCCREGEUCUE CAGGUCCAGCCGGCUGECACCCUCCATGTACCCAGE
GARGATTTCCAGCCAGRCARCCCECCCOCOGECCCUGECUARGARGITG CUICCUGTUGCCAG
CANGRCCTACCCUCGCCUCUIIGATGOCANCCGCIGCCRCCTCCUINGCICCEERCCT
TIAGCCICUCUGCOCIIC CACTCITICTERCCCC

*RnSH_ ForZ

DA CCCAREEERCATNCCAGCCAGRCACCCECOCCCOEG OGS CUAAGRAGTIISCTUY
COUGUIGCCAGCATGACCUACCCUICGLCUCTIUIGATGCCADC OGS CUGCCACCUC UG
COCCUGEGRCCCUIIAGCCUCCTIGCCCOUCCACTFCICTGRCCACCACCCCC

*RNSGT_For2

CORGCCCUEECUARSARCUUE CUDCCOE UG CCAGCATEACCUACC CUCGCCTICTIDEAD
GOCADCCECDECCACCICCUTUIDG IS COGERCCCUUTAGCCUCOCUGC OIS CRCTCT
CUOEARCCARCRECICC

»Fng-1WeG5_For2

CCCOGECCCUEE CUAAGARCUDRGCUTCCUGURECCAGCATGRCCUACCCUCGCCUCTUTNG
ADGC AU UG O ORI O G e CCIGEA CC CUAGC CUC TGO CUTI O CALTT
CUCTEACCACCACCCCOECC

>Fing-1Woa8_For2

COGGCUEECACCCDCCATGUACCCAGEEERGATNICCAGCCAGRCAT COECCOCCIGECTC
UGGCTARGRAGTII GO CIGTGCCAGCADGACCTACCCUC G CUCTIIGA TR CCALICD
GOUGCCACCUCCUITIUGCUCCUGGACCOUTIAGCCUCTCUGCCCITCCACTCUC TEAC TR
COECCo00

»RnE-96h_D3_b
GUCGECUGECACCCUCCADGUACCCAGEERAGATICCAGCCAGRCACCOGCCCCCCGECT
COEECUAAGARGUICECUICCOSTUGCCACGCATNGACCUACC CUACGCCUCUIIGANGCCALTT

CECUGECCRCCTICIUIIIG CUCCUGEACCCUIDACCCOCUCTE CCCUNC CACTIC O OERT
CRCOCGCCO0T

»RnE-06hC11_For2

U CRG O AGACACCCECC OO OEGCCCUGECUARGRAGTIEC IS UGUISGCCAGCATR,
COUACOCUSCCUCITUGA TS CCATCCECIECCA O CUTITE CUCCUEERAC CCTITIIAG
CCDCUCOECCCUICCACTCUCUERCCACCROCCD
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=RNSH1_For2

GOCAEACARCCCECCCOCCEGCCCTGECUARGRAGCTIIECTICCIOEIMECCAGCATCRCCTR
CoCTOG eI EAUTGCC AT O GCTGCCAC CTCCTII G SO O EE A C CCTITAG O CTIC
UCUGCoCUCCACTUCUCTSACCCCCT

»RnE-1WeolG2_For2

UCCAGCCAGRCACCCEFCCCCCOGECCCUGEIUARGARGTIGCIUCCUGUTGCCAGCAUGE

CCUACCCTICECCOCIICATACO RO CUGCCACCTICCOTIDE S COEGACCOUTRG
CCOCUCTIGCOCTIC CACTICICIEACCICCC

»RnE-1WolGT_For2

CEECUCCCUACCCEUCCCANC OO ECIC OGS DG CACEUC CASCCGECTEECACCCT
CCADGTACCCAGAGEAGRTTICCARCCAGRCACCOGOCOCCO0G IO CTGGCTARGARGTIUG
I CIEIECCAGCAUGACCIACCCT DGO CUCUTIUGADGCCAUC CEGOUGCCACCTICCIT
OoECOCCEEACCCUTIACCCUCDCUECCCUTC CACTCUCUSACCACOE OO

»RnE-06hE11_Fer2

TECAGGUCCAGCOEECUGECACCCUCCADAUACCCAGGEAMGATTICCAGCCAGACACCCR
e OGECCC UGG CUTAAGAAGTIIGCUC UGG CCAG CATGAC CUAC COICECCUTITITT
GAUGCCATCCECUGOCACCUCCUITUGC UCCUGEAC COUTUASCCUCUCUS COCUIC CAD
DCUCUEACCACTIACCEC

>Riné-2WoF 8_For2

UG CCAGACRCCOACCOCCCARCICUEECUARCGRAATICCTIECOSTUCECAGCRTRE
ACCUACCCUCECIUCURGATGCCATC O CTG CCACCUC CUUMIIGCIC CIMGGACOITIUTA
GCCUCOCIECCCIMCCACTCTICTIGACCACTECICC

=RnE-06h_AD_b

CoCECCCCC e CEECUARGA ARG U CUSUNECCACCADGACCIACCCUCECC
oeriucATECCAlZ CECUE A CIC UGS CIGEACCCITUAGCCIICTICUEC oo
TCCACUCOCUGACS

»Rné-1WoH3_Fer2

CRGCCAGACACCCECCCCCCGECCCUEECTARGRACTICCUNCCOEITE S CACCAITEASC
TACCCOCECITCUIDEADGCCANC CEC e CCACCUC UG COCCUEARAC COTIITAG ST
UCUCDECCCTUCCACUCTICUGARCACC
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Grupo E

=FnE-2WeE2_For2

GRGCCTACTICUGATEACCGUEECCTIGECUCCUCCAGRRARGECUCAREAGCC CURCCTICT
COGCCATTATAG CUGCICCCOGCCAGRAGCCTGUIGOCRACT O TG AT C CIGATICITC
COGUGECUGTCACCCUUGEICACCUCOGUGCOETCACUCCCATCICCC COCUGACC OO
GRACCCANCCTR

>Fing-1WoD3_For2

GAGCCUACTCUGEATSACOGUEECCUNGECUCCUCCAGRRAAGECICAGSCECCCUACCTICT
COECCATIATAGCIECUCCCOGCCAGRACCCUGEUECCRACTCICUGCAIDEC COGALICOSE
CARUCCCUGUEECUGUCACCCUDGEUCACCUCCEUEC UG CACOECCAUCDOC CCOCUERT
COCOCUARTCOC

>FnG-2WoelT_For2

GeCURCUCUEATGACOOUEECCUTGECUCCOC CAGEARSECUCREEAGCCCTACCICCIT
GCCATADRECUGCUCCCCEOCARARGCCUG UG CCARCUCTC DG CAUTIC COUGATUCTIC S,
UCCCUGEUEECUEICACCCUNGEUC CACUGCCATZOSCCCCOC

>FnE-2'WoH2_For2

GRECCUACTCUGATEACCEUGECCUNEGECUCCUCCAGEARGECUCAGEACCTC CUACCTOCT
CUGCCATTATAGCIGCTCCCCGCCAGRAGCCIGUECCAACTCICUGCATTICC COGATCTE
CAUCCCUGUGECTUGUCACCCUIGEUCACCICOEUGCUAIUACTECCATCOCC CCCOCUGRE
ccC

>FnE-2'Wol1_For2

GAAGRGCCUACTCUGATGACCGUGECCUNGECTCCUCCAGGARGECICAGERGCCCUACT
GO CAUIATAGC UG OO CAGRAG T UG UG AR COCTE AT CCUGALT
CoCCRICCCUGEECUCICATC CUUEE T A CCUCOSUSC UG UCACTSCCATICTICCEC O
GRCCCCUCTAACCCATCCUCUECCUCCCUCCCTIMECAGTCAGRGEEICCUGUICCCARTCR

=RnE-1'We_C12_b

GGG CCIIGECTCCICCAGEARGACTARGGARGC CCUACCUCCCUGCCATTATARCTIZC
o OGCCAGAAGCCUGDGCCAACT CUCUG AU CCUGEAUCTC CATC C OGN ECIETTIR,
COCGEITACCUCOONSCUETCACUSCCATCUCCCCCCUSACCOC

=Fng-1WoE12_For2
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GeCUEECUCCUCCACERACECICREARECCCIACCUCCCIECCATUATAGCIECTC T
GCCAGRAGCCUGUECCARCICICTECATICCCOEANCUCCATCOCIEUGECUETCACCCD
UEEOCRCCUCCEUECIEUCACTRCCANCTICCCOCS

>Rné-2WoF 5_For2

AERECCUTACTUCUGAIGACCEUGECCUDEGECTCCUCCAGRRRGECTCRAGERECCCURCCTC
CCOECCATIATAGCIGCUCCODGCCAGARGCCUEIECCARCUCUCOECATUCCCUGAIZT
CCAUCCCUGUEECUGUCACCCTUGETCACCTCOGUECUATCACTGCCATCTCCCCOCTER

CoCCCUCTARCCCATCCUC DG CUCCCUCCCUGCAGCAGAGEETCCUGUIC CCATCRGECG
AU CCCECTIARACCCUNC CANGACTCCCCACTECCCUARSCUGAGGICAGICTICCCR
AECCUSRCAT

=RnS-2pkH3_For2

DRAGCUECICCCCEOCREA RS CETECCARTTICTCTECATICCCUEATCUCCATC OO
CUGECUETCACCCIDGEUZAC COCOETECUEUCACTGCCADCTOCCCCCUEACCOCUCTIR
ACCCADCCUCTECCUCCCOCCCIECAGUCASREAETCINEUIC CCADCRASOEATTICCCCT
GCUAAACCCTUCCADGACARC OO

=Fng-2Wah3_For2

OCUGECATICOIUCAUCUCCAR CCCDEUEECUGUCACT CUDGETCACCUC O IE COGE I AT
UECCAUCOCCCCoCUGACCCCUCUARCCCADNCCTCNGCCUCCCUCCCUSCAGUCAGRGEE
TCCUGIUCCCATCRGCEATIC CCCECUTARGCCCUTFCCATGACTCCCC

»RnE-96hF12_Far2

COCCCOGCCAUIADAGCUGCOCCCOECCACARSCCUG AT CARCTCTCDECATICCUGH
Do CANCCCGUEECETCACCCUIGEUCACCTCCOUSCUGUCACTGO CATCUCCC SO
TEACCCCOCTARCCCATCCUCTIGCCTCCCUCCCUGCAGICAGASGRUCCUEUITCCCATCR
GOBATICCCCIECTUTARACCCTICCATGACTICTCCAR

»RnE-96hE11_For2

GCCUACTCUGADGACCGURECCINGEGUCCUCCAGERAGGCICAGERACCCITACCTOCCON
GLCATTATAGCUIGCTICC L OGO AGRAGTCTIGUGCCARCIICTIC TG CATTIC CCTIGATICTTICONN
UCCCTGEDGECUGTCACCCUUGETCACCUCOGUGCUGUCACTG O CANCTCCCCOCTIGROCC
CUCOAACCCRCCUCD GO CUC G CAGUC AR CEEUCCUEUUCC CAUCAG OSSR T
CoCrDEoUUAARCCCUDCCANGACICCCCICN

=FnE-96h-2pl-411
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CURCCOECCUGCCATTANACSCUECUCCCCECCARARGCCDGDECCARCIITICTGEATOCC
CUSATCTCCATCCCIGUGEACUETCACCCUREGEUCACCUCSEPECUGUICACTGCCAICTICC
COCCUSACCCC

»FinG-1WoB5_ForZ

CUEGUACUCCANECACOCRANCCTRGCUGCCCCUINCCCEUCIDEEEUAS COCERETCTC
CCCOARCCUCEACEUCCCARSIANGCICC CACCUCCACIUEC OO CACUCR S CACIICTIGCD
BETICCAGRCACITCC

=RnG-2WoE11_a

COGFCOCUUCCCCCEUIIIEAR CATGRTAUARCCEACAGUCTIGCCTEGECCACRECCCTLD
A GG A A A G ARG TAGC UG CC OIS COGTCCDEEEUACCCC AL
Do O CEACCCCEEEUCC CAGGUTATGCUCCCACCUCCAC CUGCOCCACUCRC CACCTUC
UGECUTAGTICCAGRCACCCCOGOG

*RnE-96h_E3_b

CoC oo eI CARCAUGUETARCCOACACUCTACCUGGECCACARC COUZUCACCT
G TACTIG ARG A G ARG T AG UG O OIS OO O CUGGECACTCOIRGICTCC
CCCGACCOOGEGEUCCCAGGUADGCUCCCACCTCCACCUGCCCCACTCAC CACCUCTGCUA
GUOCCASRERECTICCAC

=FnE-06h-2p-B6_F

Grupo G

OCUGCCUGGEECCACAGCCCUCDCACCCUGETACTIGCATGCACGCARUGCUAGCDECCCCT
OGO CUGEECACCCCEAGUICUCCCCOGACCCOGGGETC CCAGEUAUGCTC CCACCTIC
AU CACT AL CAC UG C DAGUTC CAGA RO CAC GO UAC CUGETICCUTCTT
CCCAUCGCCCACRANACCEEEEECACGAGEEACGEACCIUIAGCUGRG CUGEEAGEAGTAGE
GUEAGEEUEEGCEACCCAGEATTICCCOCRCCCC

*RnS_D5_b
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UTEACACCOCAGCURACASCGUGGECAACGCCUGCCACCUGCUCTGAGECCOGATCCAGTE
GECAGECCARGGICUGCUGGHCCCCOEOGGACCCAGEUGCUCUGGEGUIACGEGUCCCUGUC
CCOGCACCCCCECUUCUSTCUGCCCCATUGUGGCUCCUCAGGCUCTCUCCCCUGCUCUCT
CACCUCUTACCTOCACCCOR

>Rn5B82_For?
CUCAGCURACAGCGUGGEECAACEC TGO CGCCUGCUCUGAGGOCCGAUCCAGUCGGCAGE
CCARGEC GGG OO CEGACCOAGGUGCUCUGEEUCACGEUCCCUGUCCOCGCR

COCC e CUUCGUCUECCCCATUGUGEGCTCCUCAGGCUCTCUCOCCUGIUCUCCCACCUC
UACCUCCACTCCC

>Rn5G3_For?
UCUGAGECCCGATCCAGUGEAECAGECCAAGGCCUGCUGEECCCCCGOEEACCCAGRUGCY

CUFEGUCACGEUCCCUGUCCCOGCACCCCCECUICUSUCUGCCOCATIGUEGCUCCUCAS
GCUCUCTCCCCUGIUITICCCACCUCTACCUCCACCCCT

>RAnE-0EnF11_For2

GOCCCEAUCCAGUGEECAGGCCAMGECCTGCUGGECCOCCECEEACCCAGEUGCTCTGESE
UCACGEUCCCUGUCCCCECACCCCOECUICUGUCUGCCCCATUGTGECUCCUCAGSCTICT
CUCCCCUGCICUCCCACCUCUACCUCCACCICC

>RnB-06h-2pl-D8_F

GOCUGCUGEECCCCOGCEERACCCAGEUECUCTUGEEUCACGEUCCCUGTCCCCEIACTCLC
GCUUCUGEUCUGCCCCATUGUGECUCCUCAGE CUCTCTCCCOUGCUCUCCCACCOCUACCD
CCECCCCC

>Rn5C4 For2
CGCGGEACCOAGGUGCUCUSEEUCACGEUCCCUGUCCCOECACCCCCECUUCUGUCTGECOT
CAUUGUGGCUCCUUAGGCUCUCUCCCCUGCUCUCCCACCUVUACCUCCACCOCUAC

>AnE-2WoD3_For2

CUGRCAGCAUEREECARCECCUGCCEECUGCUCUGAGECC CAATCCAGUSGECAGGCTANG
GCCUGCUEGECCCCOGCEGACCCAGRUGCUCUGEEUCACEEUCCCUGUCCCCECACTCEC
GCUUICTGUCDGCCCCATUGUGECUCCUCAGGCUCTCTCCCCUGCUCTCCCACCUCTACCT
CCACCCCCAC

>RnB-06h-2pl-CE_F
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CUGACAGUGUGAGCARCECCUGCCGCCUGCUCUGAGECCCGAUCCAGUGGECAGGCTCRAG
GCCUGCUGEGECCCCOGOEGACCCAGGUGCUCUGEEGUCACGGUCCCUGUCCCOGTACCCCC
GCUUCUGUCUSCCCCATUGUGE CUCCUCAGECUCUCTCCCOUGCUCTICCCACCTUCTIACCT
CCACCCCCARC

>RnB-06h-2pl-CT_F

CUSACAGCEUGEECAACGCCUGCCECCUGCUCURAGECCOGATCCAGUEEECAGGOCAAG
GCCTGCUGEECCCCCEOGEACCCAGHEUGCUCUGEGUCACGEUCCCUGUCICCGLACCCCT
GCUICUGUCUGCCCCATIGUGGCUCCUCAGGCUCUCTCCCCUGCTICUCCCACCTCTIACCT
CCACCCCCARC

>RnB-06h-2pl-FB_F

CEUGEECARCGOCUECOGCCUGCUCUEAGEOCCEATCCACGUSGECAGGCCARMGECCUGCT
GGFCCCCOGLEERACCCAGEUGCUCUGGEUCACGEUCCCUGUCCCOGCACCOCCECUUCUG
UCTGCOCCATTGUGECUCCUCAGECICUCICCCCNGCUCUCOCACCUCTACCTICCACCCA
CACC

>RnG-06hHS_For2

OCCOGAGGEACUGEEACUCCCCUTACASC CANGACCUUGACACCUCAGCUGACAGCGUGSE
GCAACGCCUGCCGCCUSCUCUGAGECCCGATC CAGUSGGCAGECCARGGCCUGCUGGELT
COOGCEEACCCAGEUGITCUGGEUCACGEUICCOUGTCCCOGOACCOCCEITIITTIGUCTIGC
CoCAUUGUECCUCCUCAGGCUCUCUCCCCUECUCTC CCACCUCUACCUCCACGOCCAL

>Rn5_F10_b

CUGAGEGEACUGEEACUCCCCUUACARGCCAUGACCUUGRCACCUCAGCUGACAGCGUGGEET
AACGCCUGCOGCCUGCUCUGAGECCCGATCCAGUGGGCAGGCCAAGGCCUECUGGECCCT
CEOGGACCOAGEUIGCUCUGEGUCACGEUCCCUGUICCCCECACCCCCECIICTUGUIUGCCC
CAUUGUGACUCCUCAGRGCUCUCUCOCCUGCUCUCCCACCUCUACCUCCACACCT

>HAné-2WoF11_For2

UGCEEAGCCAGIIGEAGEFCCATIUITC CUGRAGEEACUGEGACUCCCCUTACAGCCATGRIC
UUGACACCUCAGCUGACAGCGUGEECARCGOCUGCOGLCUGCUCUGAGGCOCGATCCRAGT
GOGCAGGICARGGCIUGCUEEECCCCOGCEEACCCAGEUGTUCUEGEUCACGEUCO TG
CCOCECACCCCOGCTUCUSUCUECCCCATUSTSG CUCCUCASGCUCUCUCCCCUGIUCUC
CCACCUCTACCUCCACCC

>HnE-1WoADd_Forz
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CUOGEASGCCATITICCUGRAGEEACUGEGACTCCCCTUACAGCCAUGACCUUGACACCUCA
GUUGACAGOFUIGEGCARCGCCUGCCGOCUGCUICTGAGG OO OGAUTC CAGUGGGUAGGCCARA
GECCUEOUEEELCCCOECEEACCCAGEUGCUCUGEEUCACGEUCCCUGULCCCGLACCCT
CECUUCUGUCUGCCCCATDGUGECUCCUCAGGOUCUCUCCCCUGCUCUCCCACCUCTACC
UCCCCCCAC

>Ané-1WoF%_For2

Grupo |

CUGGGACUCCCOUUACAGCCAUGACCUTGACACCUCAGCUGACAGCGUGGEECARCECCTG
COGCCUGCUCTGAGECCCARATCCAGIGGECAGECCAAGGCCOUGCUGEECCCCOGCGGATT
CAGGUGCTICUGEETCACGEUICCCUGTCCCOECACCOCCGCUUICUGUCUGCCCCATIIGUGC
CUCCUTARGCUCUCUCCCCUGCUCUCCOACCUCUACCUCCACCCCC

>Rn5 AT b

GrAGCAAIGCAGCUTCARAACGCTUAGCCUAGC CACACCCCCACGEUAAR CAGCAGUAATD
ARCTIUTAGCAATA RS CERAMGTITAACTARGCIATACTARCCCCAGEGUUGEUTCARTIUT
CGUGCCAGCCACC

>Rn5 B6 b

CUICUATTASCICUTAGUARGATTTACACADGCAAGCATCCCCEUICCAGUGAGUUCACC
CUOCUARATCACCACEATARAMBGEEACARNSCAUCAAGCACGCAGCRAANGCRAGCTUCALARC
GCUUAGCCTAGCCACACCCOCACGEGAAACARG CAGUGATTAR CCUUTAG CAATARL CGEAR
AGUUUAACUAAGCUATACUAACCCCAGGEUTGEUCARUTUTCGUGCCAGCUACC

>Rn5D4 For?

GUUCCAGUEAGUUICACCCUCUAARTCACCRACGAUICAMA REGEACARGCATCARGCACECR
GCAAUTGCAGCUCARAACGCUIAGCCUASCCACACCCCCACGRGARACAGCAGUGATIAAD
CUUDAGCARAUARACGAARGUIIIARCTIAAZCTATACUARCCCCAGGGUIIGEUCAATIICGT
GCCAGCCACT

>Rn5D2_For?

AALGEEACRRGCATCARGCACECAGCARTGCAGCUCARRRCGCTTAGC CURAGCCACACCC
CCACGEEARACAGCAGUGATTAACCUTTAGCARUAARCGARAGIIIARCUARGCUATACT
AARCCCCAGEEUTUGGUCAATITCGUGCCAGCCACT

>Rné-1Wo_D7_b
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OCARARGGEACAAGCAUCARGCACGCARCARTGCAGIUCAL AR RCGCIUAGCCTIAGT CAC
ACCOCCACGEGAAACAGCAGUGATIAR CCUTIAGCAATARA CGAARAFTTUIAACTIARGCTR
CACTUAACCCCAGGEUIGGUCARTUTCGUGCCAGCCACC

>Rn6-06h-2pl-A0 F

UACACAUCCAAGCATCCCOEUUCCASUEASTUCAC CCUCUARATTCACCACGATCARA RGE
GRCAAGCAUCAAGCACGCAGCARIGCAGCUCAARARCGCUTAGCCUAGCCACACCCCCAC
GEGARAACAGCAGUGATIAACCTUTAGCAAUARACGRARGUTTAACUAAGCTAUTACUTARCC
CCAGGEUIUGGUCARATUICGUGCCAGCCACT

>AnG-2WoH3_For2

CAUCARGCACSCAGCAAUGCAGCUCARRACGCUTUAGCCUAGCCACACCOC CACGGEARRD
AGCAGUGAUTALCCUTUAGCARTARA CGAAAGUTUIAR CURAGCIALACTARCCCCAGGGU
UGEGUCARTUINCGUECCAACCACT

>Ang-96hG11_For2

AMRGEEACAAGCATCAAGCACECAGCARANGCAGCUCARAROSCUTAGCOUAGCCACACTC
CCACEGEAARACAGCRGUGATTAACCTITAGCARTAAACGAA AGUTUAACTARGCURATACT
AACCCCAGGEUIGGUCAAUTUTCCUGCCAACCACT

>Rn5E1_For2

CAAGCACGCARCAAIGCAGCUCARARCGCUTAGCCUAGCCACACCCCCACGEEARMCAGC
AGUGAUTARCCUTTAGCAAUAAACGARAGUTUAACUARAGCUATACUAACCCCAGGEUIGSE
UCAATITCGUGCCAACCRACC

*An6-1WoA11_For2

CAUCARAGCACGCAGCAATGCAGCTCAMRMCGCITAGCCUAGCCACACCOCCAUGEEAART
AGCAGUEATTUAACCUTTAGCAATAARCGERAARGUTUARCURAAGCUATACTAACCCCAGEET
UEGUCARTUUCEUGCCAGCTOACC

>RnE-2WoET_For2

CAAGCACECAGCARMTGCAGCUCAARACGCUTAGCCUAGCCACACOCCCACGERRAAATCAGT
AGUGEATIARCCUTTAGCAAUTAAACGARAGUITAACTAAGCUATACTAMCCCCAGGEUTIGSE
UCAATUUCEUGCCRGOCACACT

>Rn6-06h-2pl-B5_F
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CAAGCACCECAGCARIGCAGCUCARARCECUTAGCCUASCCACACCOOCACGEEARRCAGT
AGUGATIAACCTIUIAGCARTARACGARAGUTUARCUARGCUAUACTAACCCCAGGEUUGE
UCAATUICGUECCAGCTALCC

>RnSH2 For?

CACGAUCAARMGGEACARGCAUCALGCACGCACGCARUGCAGCUCAMARCGCITASCCUAS
CCACACCCCCACGEEARACAGCAGUGATUARCCUTUAGCARTARRCGAARGUIIAACTUAR
GCUATACTAACCCCAGEEUIGEUCAATUTCGUGCCAGCCATC

>RnE-1WoF11_For2

TAAAUCACCACGATCAAARGEGACAMGCATCARSCACGCAGCARMTGCAGCUCAARRCECT
TAGCCUAGCCACACCCCCACGGGAARA CAGCAGUGATUAAC CUUTAGCARUAARCGARAGT
TIAACTAAGCUIAUACTARCCOCAGEEUIGEUCAATUTCGUGCCAGCCACT

>RnE-2WoB11_ForZ

AGCCUTICUANUACCUCUUAGUAAGATIACACATGCAAGCATCOCCOUTC CAGUEAGTUC
ACCCUCUARRUCACCACGAUCAARAGGEGACARGCATCANICACGCAGCARUGCAGCUCAR
ARCGCUIAGCCUAGCCACARCCOCCACGEEGAAR CAGCAGUGATTUARCCUTUIAS CARITARRC
GARAGUUITAACTAAGCUATACUARCCCCAGGEUUGEUCAATTUCEUIGCCAGCCACC

>Ang-1WoA3_For2
GEGACAAGCAUCARGCACGCAGCALTGCAGCUCARRARCEITTAGCCUTAGCCACACCCOCA

CEFEFEARACAGCAGUGATUAACCTUTAGCAATAAACGAAAGUITARACUAAGCOAUACTAAC
CCCAGEGUUGGEUCAATITCGUGLCAGCOACT

>Rné-1Wo_D2 b

GGEACAAGCRAUCARGCACGCAGCARIGCAGCUCAARRCECUTAGCCUAGCCACACCCOCCA
CEEGRAAACAGCAGUGATUAACCUUTAGCAATARACGAAAGUTUARCUARGCUATACTAAC
CoCAGGEGUUGEUCAATITICGUGLCAGCIACT

Grupo J

>RAn&A1_For2
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DUCTRSCCC CAGCUIUG CAGGATGARACACTUCCOCECUNGECUCUCATDCUTCCACARGA
GAGARCCUIICUCCGEACCUGGEUUGCUACUGETUCAGCAACTCUGCAGARAAIGUCCUICCC
CUGUEEC UG U AU AT CUT GG CCUGAAG T CCAGCAUUGATGGCAGUCCCTUCA
UCUUCCARGUUUUGUGCUCCCCUTUACCUAACGCTITCCUG COUCCCATGCATCUGTACOC
COUCTGEUECCACT

>Rn5B1_For2

TUCUGCCCCAGCUTUGCAGGATGARACACTUC COCGCUTEECUCUCATUCUTCCACALGA
GAGACCUTOCUCCEEACCUGEUUGCUACUGEUUCAGCARCUCUGCAGARAAUGUCCUCCC
CUGUGECUGECCUCAGCUCAUGCCUUUGECCUGAAGUCCCAGCATUGAUGECAGCCCCUCA
UCUUCCAAGUUUTGUGCUCCCCUTTACCUAACGCUUCCUGCCUCCCAUGCAUCUGUACUC
CUUCUGUGCCACT

>Rn5_A10_b

COCCAGCUIUGCAGGAUGAAR CACTUCCCCECUUGECUCUCATTCUTCCACAAGRAGAGAC
CUICOCCGEACCUEE UG CUIACTGEUICAGCARCUCUS CAGAA RATUGDCCTCCCCUGUG
GrUGCCUCASCUCADGCCUTIGECCUEARGUCCCAGCATTGEAUGECAGCCCCUCATITOC
CARAGUIIGUGCUCOCCTUIACCUARACGOUUCCUG CCUCCCAUGCAUCDGUACTCCIUCCT
GUGCCRCAAR

>Rn5 G1 b

CoCCAGCUTUGCAGGAUGAR A CACTUCCCCECUDGECUCICATUCUNCCACAAGAGRGAC
CUUICUCCEEACCUGETTGCTIACUGEUICAGCAACTICTG CAGRARATGUCCUCCCCTIGUG
GOUGCCUCAGCUCAUGC CUUNGECCUGARGUCCCAGCATUGAUGECAGCCCCUCAUCTUC
CRAGUUIUGUGCUCCCCUTIUACCUAACGCULCCUGCOUCCCAUGCAUCUGUACTUCCUCCT
GUGCTACARR

*Hné-1WoFs_For2

CUTUGCAGGAUGAL ACACTUCCCCGCUUGECUCUCATUCUNCCACARGRAGAGACCTLTICT
COGRACCUGGUUGCUACUGEUICAGCAACUCUGCAGAARAIGUCCUC CCCUGUEECTGCC
TCAGCICATGCCUTUGG CCUGAAGUTCCCAGC ATDGADGE CAGCCCCTCATCTTI O ARG
UUIGUECUCCCCUUUACCUAACGCUUCCUGCCUCCCADGCAUCTEUACUCCUCT

*AnG-2WoAb_Ford
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UGECAGEAUGARACACTICCCOGCUIGECUCUCAUDCTIC CACAGERAGAGACCUTUCOCCE
GRCCUGEUIGCUACUGGUDCAGCAACTUCUGCAGARARTIGUCCUCCCCUGUGECTUGCCTUCA
GCUCAUGCIIIIGECCUGAAGTCCCAGTATTGAUGECAG CCCCTCAUCTIUC CAASTITIUUG
UECUCCCCUUUACCUARACGCIUCCUGCCUCCCAUGCAUCUGUACTCCA

*HnE-2WoAT_For2

GUGARGAUGACCACAUICAAGGARGARCCUTCUGCCCCAGCUTUGCAGHAUGARACACUT

COCCECUUGECUCUCCUUCUUICCACARGACRGACCUTUCTCCEEACCUGETUGCTACTGE
TUCARGCAGCUCUECAGARMAATGTCCUCCCUIGUGE CUGC COCASCUICGUACCUIIGECCT
GRAGUCCCAGCAUTAATGGCAGCCOCUCATCTUCCARGTTTIIGUGCTUCCOCUTIIACCTIAR
UG CCUGCCUCCCATGCATCUGUACTCCUGCTGUIGCCA

*An6-2WoG2_For2

TCCACAAGAGAGRCCUTICUCCEEACCUGGCUSCUIACUGEUUCAGCASCUCUGCAGAM AR
UGUCCOCCCUTGDEEIUGC CUCAGCUCGUACCUIUGGCCUGARGUC CCAGCAUTARIGEC
AGOCCCUCAUCTIC CARGUITIIIGUG CUCCCCUIIACCUAATGCUTCCOGCCUCOCATGCA
UCUGUACTCCUGCUGURCCACARACAL

>*An6-2WoH10_Faor2

UOCACAAGAGAGRCCTITCUCCEEACCUGGCUGCUACUGEIUCAGCAGCUCTUGCAGARADA
DEUCCDCCCUIGUEECTIECCUTCAGCUCGUACCIIIGECCUGARGUCCOAGCATTTARDGET
AGCCCCUCAUCUUCCARGUITUEUGCUCCCCUUUACCUAATGCUUCCUGCCUCCCADGCA
UCUGUACUCCUGCUGUGCCACARRRCAC

>Rn6-06h-2pl-G7_F
GCUACUGGUUCAGCAGCUCUGCAGAMAATGUCCUCCCUUGUGACUGCOUCAGCUCGURCT

TUGECCUGARGUCCCAGCATIARDGGCAGCCCCUCAUCTUC CAAGUUIDGUGCUCTCCU
TUACCTAATGCIICCUGCCUCCCAUGCATCTRUACTCCUGCGT

>Rn5-2pLB2_For2

AGEACCUUCUGSCOCCAGCUIUGCAGGAUGAAACACTUICCCOGCUUGECUCUCATTUCTIICC
ACARAGHKGAGRCCUTUCUCCGEACCUGEUIGCUTACUTGGUICAGCAGLUCTIGCAGRRARATIGT
COUCCOTIGIEECUGCCUCARCUCEUAC CUNTEECCUEAAGTCCCAGCATUAATGECAGT
CCCUCAUTCUTCCAAGTUITUGUGCOCCCCUIUACCUAADGCTUCCUGCCUCCCATG CATICT
GUACUICCUG

>Rn5-2pkD1_For2
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AGARCCUUCUGCCCCAGCUIDGCAGGATGARMCACUTCCCCGCUUGGCUCUCATTCUTCC
ACARGACGARGACCINIICDCCGEACCUGETIGCUACUGEUUCAGCAGCUCTDIGCAGRRARATIGIT
COUCCCUUGUGECUECCUCAGCUCEUTACCUITGGCCUGARAGTCCCAGCATIRATGEC ARG
CCCUCATCTUCCAA SIS UGCUCCCCUTUACCUAA DGCTUCCUSCCUC CCATGCRTCT
GUACUTCCUG

=Hné-1WoAS_For2

DGARGAUGACCACADUCARASGAMGAACCOTCUGCCCCAGCUUUGCAGEATEADRCACTIUC
CoCGCUIGECUCUCATICUTICC ACARGAGAGACCUIICTC CGEACCUGETUETIC AGCAR
CUCUGCAGAARAUGUICCUCCCUDGUEECUGCCUCAGCUCEUACCUTUGECCUGAAGTCCC
AGCAUTAATGGCAGCCCCUCATCUICCARGTIITERGCUCCCCUUTACCTAATGCUTCCT
GUUUCCCATECADCUGUACTICCTNG

>Rné-1Wo_G10 b

UGAAGRUGACCACRTUCARAGGAAGRACCUUCUGCCCCAGCUUTECAGGATGARACACTUC

COCGCUUSECOCUCATOCUTICCACA AGAGRSACCTUTICUCCGEACCUGGUTECTACTGED
UCAGCAGCUCTGCAGAARATGUCCUCCCTUSUGECUGCCUCAGCUDEUACCUTOGECCUS
ARGUCCCAGCAUTARATGGCAGCCCCUCATCUNCCARGUUITIGUGCICCCCUTUAC CURAT
GCUTCCUGCCUCCCAUGCATCTGUACTCCC

*Rng-2WoE4_For2

CCACAUTCARGEAAGARCCUICUECCOCAGCUTIG CAGEAUGARAACACUTICCOCECUUGEE
CUCTCATUICTTCCACARGAGAGA CCUTUIICTICCGEA CCUCE UG CTAC UGG CAGCAGIT
CUGCAGARARUGUCCUCCCUUGUEGCUGCCUCAGCUCGUACCUTUGECCUGARAGUCCCAG
CAUUAATGGCAGCCCCUCAUCTICCAAGUUTDGUGCUCCCOUTUACCUARIGOUUCCUGC
COCCC

*Rng-96hG12_For2

GUGAAGRUGACCACANUCARAGEARGAACCUTCUGCCCCAGCIIUGCAGHANGAA ATACTT
CoCOECUTEECUCTCAUTTCTIC CACARGAGAGRC CUUICUCCGEACCUGEUIGCUACTGE
UICAGCAGCUCUGCAGAARAUCGTCCUCCCUUGUEECUGCCUCAGCUCGUACCUTIIGECCT
GARGUCCCRGCATUARTGGCAGCCCCUCAUCUUCCAAGUITIGUGCUCCOCUUIAC CUAR
UGCUDCCUGCCOCCCAL

*Rng-96h-2pl-C12
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AGRACCUUCUSCCCCAGCTUUGCAGEAUGAAACACTTCCCOGCUUGECUCTCATTCUTCC
ACARGRGRGACCUTICUCCGEACCUGGUIGCUACTGEUTCAGCAGCUCUGCRAGA A A BTIGT
CCUCCCUGUGEC TG CUICAGCUCGUACCUTDGECCUGARGUICCCAGCATTAATGECAGT
CoCUCATCUTCCARGUUUTGUECUCCCCC

>Rn6-06h-2pl-A6_F

CUGAAGUEALGAUGACCACATUCARGGARGAL CCUTCUGCCCCAGCUTTGCAGGATGANR
CACTICCCOGCUUGEITCUCATTICUICCACAAGRGAGACCUTIICTC CEGAC UGG T
ACUGGUICAGCAGCUCUGCAGAR AXIGUCCUCCCUTGUEGCUGCITCAG CUCGUACCUTD
GEOCUGAAGUCCCAGCATTIAADGGCAGC CCCUCATCTIICCAAGUUITUGUGCUCCOCTIUTA
COUAATGCUICCUGCOUCCCATGCATCUSTACTICCT

>Rn6-06h-2plH5_F

CUGAAGUGEAAGATGACCACRTOCAANGGAAGAACCUUCUGCCCCAGCUUUGCAGGAUGA AR
CACUUCCCCEOUIGECTCUCATT CUTC CACARGAGAGACCTUICDC CGEACCTEGUUIG O
ACUGGUUCAGCACGCUCUGCAGARARATGUCCUCCCUUGUEECUGCCUCAGTUCGUACCUTY
GECCUSARGUCCCASCATTAAUGECAGCCCCUCATCUUC CARGUUIUEUGCUCCCCUTUUA
CCUAAUGCUICCUGCCTCCCAUGCATCUIGTACTCCT

*HAné-2WoG1_For2

ARGAUGACCACATTICAAGGRAGAACCUICUGCCCCAGCUIUGCAGGAUGARACACUDCCC
CECTUGECUCUCATUCUUCCACARGAGAGACCUTUCUCCERACCUGE UG CUACTGEUUC
AGCAGCUCUGCAGARRALUGTCCUCCCUIGUGECUGCCUCAGCTCGUAC CUINIGGOCTIGAR
GUCCCAGCAIIARTGGCAGCCOCUCATCTICCAAGUUUUIGUECUC CCCUTTACCUAATUGT

TUCCUECCUCCCATGCAUCTGUACTCITGET

>Hni-06n-2pl-011

CoCCGCUUGECUCUCATUCUUCCACARGAGRRGACCITICTCCEGRCCUGEUUGCTACUGSE
TUCAGCAGCUCUGCAGAAMAMUGTCCUCCOUUGUGE CUGCCUCAGCUCGUACCUIUUIGGCCO
GARAGUCCCAGCATIAATGGCAGCCCCUCATCTTCCAAGUITUGUGCTCCOCTINITACCTIAR
TECOUCCUGCCUCCCATGCATCUGUARCTCCT

>Rn6-06h-2pl.F0_F

COCOGCUUGECUCUCATUCTOCCACAAGAGAGRACCUTUCUCCGGACCUGGUUGCTACUEE
UUCAGCAGCUCUGCAGAAARTGICCUCCCUUGUAGECUGCCUCAGCUCEUACCUTDGEICU
GAAGTCCCAGCAUUAANGGCAGCCCCTCAUCTUC CARGUUTUGTGCUCCCCUUTACCUAR
UGCUUCCUGCCUCCCAUGCATCUGUACTICCT
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GAGAGCUCGCUUDCUIGCUGUCCAR U CUATTAAAGGUUCCUTUGTUC CCUARGTUCCAR

CUACUAARCUGEEEEAUATTATGARGGECCUUGAGCATCUGGATDCUGOCUAATARADRA R
CAUTUAUTTUUCATUGCTIGECETC

nolTR:

=

=BB

DECCCAUCCUCACCARGACTGACTUGCCUGCUGCUTIGCUACTUGCCCGEECCCATGAGACT
GRCUICCCACUGCUCUECCUGCCUCUCCCCACUGCACUGECACAGCCCCGOCTNGCOGEN
GCUGAUCCATUGCCEEUEUIRACCUGCCCEUCCUCACCARGACTCACTECCUECUGCUUUG
CUACUGCCOGGECCCAUGAGACUGRCUUCCCACUGCUCUGCCUGCCUCTUCCCCACUGCAC
TEGCACAGCOCOGCCUUGCCEIUGCUGAUCCATUGCOGEUGUGACT

=BD

DECCOGUCCUCACCARGACUEACUGCCUECUGCUTUGCUACUGCCOGEECCCAUGRGACT
GACUTCCCACIGCUCUGCCUGCCUCTCOCCACUGCACUGGCACAGCOCOECCUIE COGCT
GOUGAUCCATIGCOEGUEUEACCUNCCAGCCAGACACCCRCOCCCOAGCCCUGECUARGA
AGUUGCUTCCUGUDG CCAGCAUGACCUACCCUCECCUCUUTGAUGCCATCOGCUSCCRCC
UG CUC A CCUTUIAGCCUCUICUECCCTIC CACUCICUGACCCC

=BE

UECCOGUCCUCACCARGACUGACTGCCUGCUGCUUUGCUACUGCCOGEGCCCAUGAGRACT
GRCUTCCCACUGCUCUGCCUGCCUCTCCOCACUGCACUGECACAGCCCCGCCUNG TG
GCUGATCCATUGCOGEUGUGACCECCTUGECUCCUC CAGGARGE CUCAGEAGCCCUACCT

CCCUGCCATUATAGCUGCUCCCCGCCAGAAGCOUGUECCAACUCUCUGCATUCCCUGATT
UCCAUCCCUGUGECUGUCACCCUTECUCACCUCCAUGCTCUCACIGCCAUCTCCCCCC

~BF

TECCCEUCCUCACCAAGACUSACUGCOUGCURCUTUGCUACTECCCGGECCCAUGAGACT
GACUICCCACUGIUCUZCCUG CCUCUCCCCACTGCACUGECACAGCCCOGCCTUGCCECT
GLUGAUCCAUTIGCCGGUEUEACCCUGGUACUGCAUGCACGCARUGCUAGCUGCCCCULIUC
CCGUCCUEEEUACCCCEAGUCUCCCCCEACCUCEEEUCCCAGGUANGCUCCCACCUCCAC
CUGCCCCACTCACCACCUCUGCUAGUICCAGACACTUCC

~B3
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UGECCCEFUCCUCACCAAGACUGACUGCCUGCUGCUINIGCTACUGCCCEGEECCCAUGAGRACT
GACUUCCCACUGCUCTGCCUGCCUCUCCCCACUGCACTGECACAGCCOCOGCCUNGCCGCT
GrUCATCCATUGCCEGUGEUGACCCUGACAGOGUGEGCAACGCCDGCCECCUGCTICUGASG
CCCGAUCCAGUGEEGCAGGCCARGECCUGCUEEECCCCOGCEGACCCAGEUGCUCTGEETC
ACGGUCCCUSUCCCOGCACCCCOGCUUCUGUCUGCCCCATUSUGECUCCUCAGRCUCUCT
CCCCUECTCUCCCACCUCUACCUCCACCCOCAL

:"EI'IE-D

=Bl

=Bl

=08

TECCOGUCCUCACCARGACUAACUGCCUGCUGCUUIGCUACUGCCCGGECC CATGAGACT
GACUUCCCACTGCUCTGOCUGCCUITCCCCACTGCACTIGECACAGCCCCGOCUIGCCGECT
GCUGATCCAUUGCCGSUSURACCEAGRGCUCECUUICUUECUSUC CARUTUCUAUTIARLG
GUICCUIIUGUICCCUARGUICCAR CTACTARACTGEGEGAUAUTTATGRRGEECCUUGAGCA
TCUGGATUCUGCIUAATTARARAAA CATTIUATUTTCATUIGCUGCGTC

DGCCCEUCCUCACCARGACUGACTGCCUGCUGCTUUGCUACUGCCCGEGCCCAUGERGACT
GACUUCCCACUGCUCU GO CUGC o IO CCCACTGCACTGECACAGCCCOGCCTIGCCECT
SCUCRTCC AT CGEUEUEACCOR GO OGO ARG CAA UG RECUCAR AR CCCTIAGCCTR
GCCACACCCCCACGEEARACAGCAGUGATUAACCUTUAGCAA AL RCGARAGUUTARCUA
AGCUATACUARCCCCAGEGUIGETCAAUTUCGUGCCAGOCACACT

UGECCCEUCCUCACCARGACUSACUGCCUGCUGCUTUGCUACOGCCCGEECCCATGAGACT
GACUUCCCACUGCUCIGCCUGCCUCTUCCCCACUGCATUGECACAGCCCCGOCUUGCCGCU
ECUEATCCATIEC CEEUEUEACCCUTUGCAGGADGARALCACINICCCCRCUTIGECUCTCAT
O CCACARGAGRGACCUIICUCCGEACCUGEUIGCUACTIGGUICAGCARCUCTGCAGA
ARAUTGUCCUCCOCUGUECCUGCCUCAGCUCATGCCUTUGECCUGARGUCCCAGCATTUGAU
GECAGCCCCUCATCUNCCAASTUTUGUGCUCCCCUGACCUARCGCUUICCUGCCUCCCAT
GEATCUGUACTCCICC

UICCAGCCAGACACCOGUCCCCOGECCCUGGCUAAGARGUIGCIUCCUGUUGCCAGCATG
ACCUACCCUCGCCUCTUUGATGCCAUCCECUGCCACCUCCUNTTGCUCCUGGACCCUUIA

GCCUCOCUGCCCUUCCACUCUCUGACCCCUGCCCEUCCUCACCARGACTUGR TG CCUGCT
GCOUIGCUACUGCCOGEECCCAUGAGACUGACUTCCCRCUGCUCTGCCUGCCUCTCCOCA
CUECACUGECACAGCCCCGCCUUGCORCUGCUGATCCATUGCCGEUGUGACT
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=00

=DE

>DF

TUCCAGCCAGACACCCECCCCCCEECCOUGECUARGAAGUIGCUICCUGEUIGCCAGCAUG
ACCUACCCUCGCCUCTUGATGCCATCOGCUGCCACCUCC UG CUCCUGEACC CUTIA
GCCUCTCUECCCUICCACUCTUCICACCOCUUCCAGCCAGRCACCCECCCCOCGRICCUEGE
CUAAGAAGUUGCTUCCUSUTGCCAGCADGACCUACCCUCACCUCTUUGADGCCATCOGCT
GCCACCUICCUTUTZCUICCUGEACCCUTTAGCCUCUCUGCCCTTCCACTOCUCUGACCOC

TUCCASCCAGACACCOGCCCCCCEGClCUGECUARGARAGIUG CUNCCUGUUG CCAGCALG
ACCUACCCUCGCCUCUTIUGATGCCATCCGCUGCCACCTCCUTIDGCUC C UGG CC CUTIA,
GOCUCUCUGCCCTTCCACUCUCTEACCCOGOCTUGECUCCUC CAGEARACACUCAGEAGCC
CUACCUCCCUGCCATTATACGCUGCUCCOCECCAGRAGCCGURCCARCTCUCTECATTICT
CUGATCUCCAUCCCUGUEGCUSUCACCCTUGEUCACCUCCEUGCUGUCACUGCCAUCTICT
CocC

TUCCARCCAGACACCOGOCCCCOGGECCCUGECUARGAR AGUIGCUUCCUGUDGECAGCALG
ACCUACCCUCGCCUCTUTGANGCCANCCGCUGCCACCUCCUTIRGCUCCUGEACC O
ECCUCUCUE CCCUTCCACUCUCUEACCOCCUGEUACTUS CATGCACGCARUGC UAGITIECD
CCUTUCCCEUCCUGEEUACCCOGAGUCUCCCCOCGACCUCEEEUC CCAGEUATG CUCCCRC
CUCCACCUGCCCCACTCAC CACCUCUGCUAGUUCCAGACACCTUCT

=0G

UUOCCAGCCAGACACCCGCCCCCCGECCCUGECTARGRAGUUGCUICCUGUUGCCAGCAUG
ACCUACCCUCGCCUCTUTGANGCCAUTCCGCUGCCACCUCCTUNDGC TS CUGEA CCCTIIA,
GCCUCUCTECCCUNCCACTUCUCUCACCOCCUSACAGCCUGEACARCGCCUGCOECCUECT
CUGAGGECCCEAUCCAGUGEECAGGCCARNGECCUGECUGEECCCOCEIEEACCCAGEUGECUC
DEGGUCACGEICCCUGUCCCCGCACCCCCGCIICUGUCTECCOCATTGUEGCUCCUCAGS
CUCUCUCCOCUGCUCICCCACCUIIACCUCCACCCOCAC

>DhiBg

=0l

TUCCAGCCAGACACCOGCCCOCCEECCOUGECIARGARGUIGCUTCCOEUTSCCAGIAUG
ACCUACCCUCGCCOCUUIEATGCCAUCCGCUGCCACCUCCUUIDGC U CUEEACCCTIUUA
COCUCUCNECCCUICCACUCUCUEACCCOGRGAGCUCCCUIICTIECUEUCCARTITTICUR
TUALAGGUUCCUTUSEIUCC CUAAGUCCAACTACUAAACTEREEGGAUATIAUGARGEECCT
UEAGCATCUEGATICUGCCUARATAAAARACATUIAUTTIICATIG UG CEUIC
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TUCCAGCCAGACACCCGCCOCCOEECC UGG CUARAGRAGUTGCUUCCUGUUGCCAGCAUG
ACCUACCCUCECCUCUUUGANRCCANCCGCUECCACCUCCUTTUGCUCCUGEACOCUUTA

GCCUCUCUGCCCUUCCACUCUCUGACCOCCARGCACGCAGCARTGCAGCUCARARCGECUT
AGCCUAGCCACACCCCCACGEGAARCAGCAGUGAT AR CCUTUASCAATTARA CEAR BT
TAACTAAGCUATACTUAACCCCAGGEUIGEUCARUTTTCGUGCCAGCCACRCT

UCCAGCCAGACACOOGCCCCCCEECCCUGECTARGARGTIGCUUCCUSUDE CCAGTALIG
ACCUACCCUCGCCUCUUIGADGCCAUCCGCUGCCACCICCUTUTGCUCCUGEACCCUTUA
GCCUCUCUGCCCUTCCACUCUCUGACCCCC TG CAGGATGAAA CACTUCCCOGCUTGET
UCOCATICTICCACARGAGAGARCCTUTICUCCGEACCUGGEUIG CUACTEEUUCAGC AR LT
UECAGAAAAUGUCCUCCCCUSUGEECUGCCTCAGCUCAUNGCCUUUEECoUGAAGUCCCAGT
ATUGATGECAGCCCCUCAUCUTCCARAGTUDUGUGCUCCCCUTUACCUARCGCTUUICCUGCC
UCCCATGCAUCUGUACTCCUCT

SOCUUGGCUCCUCCAGGAAGECUCAGGAGCCCUACCUCCCUGCCAUTATAGCUGCUCCCC
GCCAGAMGCCUGUGCCARACTCTCUGCAUUCCCUGAUCTCCATCCCUGUEECUGTCACCIT
UEGUCACCUTCCEUGCIETCACTEC CATCUCCCCCCUECOCEUCCUCACCARGACTIGACTS
COUGCUGCUIUGCUACOGCOCGEGCCCATGAGACTGACTTICCCACTUGCUCUECCUESCUC
UCCCCACUGCACUGGCACAGOCCOGCCUTGCCECUGCUGAUC CATUGCCEGUGUGACT

GCCUIGECUCCUCCAGGAAGECUCAGGAGCCCUACCUCCCUGCCATTATAGCUGCUCCCC
GCCAGARGCCUGUGCCARCTCTCUGCAUTCCCUGAUCTCCATCCCUGUEECUGUCACCCU
UEEUCACCUCCCUGCUGUCACUGCCRUCUCCCOCCUIC CAGCCAGACACCCECCCCOCGE
COCUGECTARGRAGTIUGCUUCCUSUUGCCAGCANGACCUACCCUCGCCUCUUUGAUGCCA
UCCECUGCCACCUCCUUIUGCUCCUGGACCCUTUAGC CUCTUCUGCCCUUC CACUCUCTUGR
coea

GCCUUGECUCCUCCASGRARGECUCAGGAGCCCTACCUCCCUGCCATTATAGCUGCUCCCC
GUCAGAAGCCUGUGCCARCUCUCUGCATTCCCUGATCUCCAUCCCUGUGECUGTCACCCT
UGEUCACCUCCEUE CUGUCACUGCCAUCUCCCCCCECCUUGGCUCCUCCAGEAAGGCUCA
GERAGCCCUACCUCCCUGCCATTATAGCUGCUCCCCGCCAGARGCIUGUGCCARCTICUCUE
CATUCCCUGADCUCCANCCCUGUGECUGTCACCCUTGETCACCUCCGUGCUGUCRETECC
AUCUCCOCCC
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GCCUUCGACICCUCCAGEARGECUCAGGAGCCCUACCUCCCUSCCATUATAGCUGCUCZCCC
GUCAGALAGCCUGUGCCARCUCUCUGCATTC CCUGATCTCCAUCCCUGUGECOUGUCATCCUT
UGGUCACCUCCEUCCUGUCACUGOCAUCUCCCCCCCUGEUACUGCAUGCACICARTECUA
GUUGRCCCOUUUCCCEUCCUGEEUACCCCGAGUCUCCCOCGACCUCGGEUCCCAGEUADGE
U CCACCTUCCACCUGCCCCACTUCACCACCUCUGCUAGTICCAGACRCCTCC

=EG

>GCCUUGEECUCCUCCAGEAAGGCUCAGEAGCCOUACCUCCCUGCCATUATAS CUGCTCCC
CECCAGAAGCCUGTGECCARCUCUCUGCATTCCCUGATCUCCAUCCCUSUGECUGUCACCC
UG CACCTCCGUGCUGTCACUGCCAUCTCCCOCCCOUGACAGOGUGEECAACGOCTGOC
GoCUECUCUEAGECCOGAUCCAGUGEGCAGECCARGECIUECUGEECOCCOGECGEACCCA
FEUECUCOGGEICACGEUCCCUGUCCCCECACCOCCGCUUCIGUCUGCCCCATUGOGECT
CCUCAGECUCTCUCCCCUGCUCOCCCACCUCUACCUCCACCCCCAC

:I-EhE.u

=El

=EJ

GCCTUGECUCCUCCAGEARAGEOICAGEASCCCUACCUCCCUGCCATUANAGCUGCUCCOC
GUCAGAAGCCUGTGCCAACUCOCUGCATTCCCUGATCUCCAUCCCUGTEGCUGUTACCCT
GEEUCACCUCCEUECUEUCACTUGCCATCTCCCCOCEAGASTUCE IO UUG CUGUCCAR
TCUATIAARGGUIC CUUUGUTC CCUAAGDCCAACTACUARMCUGGEEGAUATUATGAR
GGGOCUIGAGCAUCUGGAUU CUGCCUARATAAAARA CATTUADUICATDGCUECETIC

GCCUUGGCUCCUCCAGGAAGECTCAGRAGCCCUACCUCCCUGCCATUANAGCUGCUCCCC
GOCAGRAGCCUGUGCCAACUCICUG CATIC CCUGATCUC CATCCCUGUEGCUGUCACCOU
UGEUCACCOCOEUGCUGUCACOGCCADCOC COCCCCARGCACGCAGCARUGCAGCUCARS
ACECUTAGCCUAGCCACACCCCCACGEEAARCAGCAGUGATUAARCCUTIAG CAATAANCG
AAAGUIIAACUARSCUATACUAACCCCAGEE UGG UCAATTTICGUGLCAGCCACACT

GCCUUGGECUCCUCCAGGAAGGTUCAGEAGCCCUACCUCCCUGCCATUATAGCUGCUCCCC
GCCAGRAGCCUGUGCCAARCICICUGCATTC CCUGATCUCCATCCCTGTGEGCUGUCACCOT
UEEUCACCUCCEUGIUGUCACUGICAUCTUCCCOCCCUUUGCAGGATEAR RCATITICCCOE
CUIGGCUICUCAUDNCUIC CACAAGRGAGRCCUIICUCCGEACCUGEUIGCUACUGGUICAG
CRACUCUGCRAGARARTGUCCUCCCCUGTEGCUGCCUCAGCUCATGCCTUUGGCCUEAAGT
CCCAGCAUUGATGGCAGCOCCUCATCUUCCARGUIIDGUGCUCCCCUITACC AR CECUT
CCUGCCOCCCATGCATCUGUACTICCUCC
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CUGETACUSCAUGCACCSCARTGCUAGCUGCCCCUUTCCCEUCCUGEEUACCOCEAGUCTC
COCCEACCOCGEEUCCCAGGUATGCUCCCACCUCCACCUGCCOCACUCACCACCUCTGCT
ACUICCAGACACCUCCUGCCCCUCCUCACCARGACTIGACTGCCUGCUGCTUUGCUACTIZC
COGEGCOCATGAGACUGACTTCCCACUGCUCUGCCUGCCUCUCCCCACUGCACTGECATA
GOCCCECCUUGCOEIUGCIUEAUCCATUGCOEGUGUGACC

=FD

=FE

=FF

CUGEUACUECATGCACSCARTECUASCUGCCCCUUUCCOGUCCUEGEUACCCCGAGUCUC
CCCCGACCUCGEEUCCCAGGUATGCUCCCACCUCCACCUGCCOCACTUCACCACTUCTIGCT
AQUICCAGACACCUCCUUCCAGCCAGRCACCOGCCCCCCEECOCUEECUAMGARGUTMGCT
TCCUGUUIGCCAGCATGACCTACCCUCGOCUCTINGATGCCATCCGCUGC CACCTC O
GO CUEEACCCUTTAGCCUCTICUGCCCDUCCACTCUCTEACCOC

CUGGUACTGCAUGCACGCAAUGCUAGCUGCCCCUUUCCOGUC CUGEGEUACCCOGAGUCUC
CoCCGACCTCEEGUCCCAGGUATGCICCCACCTUCCRCCUGCCCOCACTCAC CACCTCTIGCT
AGUUCCAGACACCUCCGOCUDGECUCCUCCAGGARAEGIUCAGGAGCOCUACCUCCOUGED
AUTUAUAGTUGCUCCCCGOCAGARGCCUGUGCCAACTCUCUGCAUICCCUGATCUCCATCT
CUGTGEECUEUCACCCUIEEUCACCUCCEUEIUGUCACTGCCATCTCOCCOC

CUOGEUACUGCAUGCACGCAATGCUASCUGCCCCULTICCCEUCCUGEEUACCOCEAGTCUT
CoCCEACCUCGEEUCCCAGGUATGCDC COACCUCCACCUGCCCCACTUCACCACCTCTIGTT
AGUUCCAGRCRCCUCCCUGEUACUSCAUGCACECRRTGCUAGCUGCCCCUTOCCOEUCCT
GEGUACCCOGRGUCUCCCCCEACCUCEEEUCCCAGEUANGCUCCCACCUCCACTUGCCCD
ACUCACCACCUCUGCUAGSUUCCAGACACTUICT

=FG

=Fh

CUGGUACUGSCADECACGCALATECUASCUGCCCC U CCOGUCCUGEETACCOOEAGUCTC
CoCOGACCUCEGEUCCCAGGUAUGCUCCCACCUCCACCUGCCCCACTUCACCACCUCTIGCT
AGUICCAGACACCUCCCUGACACCGIEREGCARCCCCIECCGCCURCUCTEAGECCOGATT
CAGUGEEGCAGECCAAGGECCUGCURGECCCCCECGEACCCAGGUECUCUGEEUCACERUCC
CUGUCCCCECACCCCOGIUUCUGUCUGCCCCATUGURGG CUCCUCAGECUCUCTCCCCUST
UCUCCCACCUCTACCUCCACCCOCAL

Bg
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CUGGUACUGCATECACGIAATGCUAGIUG CCCCUUTC COGUCCUGEEUACCCOGAGUTIC
COCCGACCUCEEEUCCCAGGUALTGCUCCCACCUCCACCUGCCCCACUCACCACCUCUGCT
AGUICCAGACACCTCCGAGRGCUICGCUUT TG C UG T CCARTIOCUATTUAARGEUTTCCUN
DGUUCCoUAAGUCCAACUACTARACTGEEEGAUTATTAUGARGEFECCUTUGAGCATCUGEEAT
UG CCUAAUARARLACA TUTATITTCATTG UG CGETHC

CUGGUACUSCAUGCACGEAM DGCUAGCUGCCOCUUUCCCGUCCUGEEUACCCOEAGTCUC
CoCCGACCUCGEEUCCCAGGUALGCUC CCACCUC CACCUGCCCCACUCACCACCUCUGCU
RGTUCCAGACACCUCCCARGCACGCAGCAADGCAGRCUCAARACGCUIARCCUAGCCACAC
CCCCACGOGARACARCAGTEATUAR CCTITAGCAATAARCEARAGUTIUARCTIARG CTTATIA
CUAACCCCAGGGIUGGEUCAATIICGUE CCAGDCATACT

CUGEUACUSCATGCACGCAADGCUAGCUECCCCTIUCCCEUCCUEGEUACCCCERGUCUC
COCCGACCUCGEEUCCCAGGUATGCUC CCACCUCCACCUGCCCCACUCACCACCUCTGCT
ACTICCRGACACCUCCOUUUGCAGGATGARACACUUCC COGCUIEECUCTCATTCTIICCA
CAAGARAGACCTIUCUCCEOACCUGEUIUG CUACTGEUICAGCAACUCUSCAGARARTGEIC
CUCCCCUGUGGCUGOCUCAGCTCATEC CUTIGG CCUGAAGUCCCAGCATUGAUG G CAGCC

COUCATCUIC CARGUIIUGUECUCCCCUTTACCUAR CGCUTCCUGCCUCCCAUGCRITCUE
TACOCCUICC

=58

CUGACAGCEUGGECARCGCCUGCOECCUGCUCUERAGSCCCAGATCCAGUGGECAGECCANG
GCCUGCUGEECCCCCGRGEACCCAGGUGCICUGEEUCACGEUCCCUGUCCCCGCACCCCC
GoUICUEUCUECCCCATIGUGEOUCCUCAGECTCTCTCCCCUGCDCTCCCACCUICUACCT
COACCCCCACUGCCOGUCCUCACCAAGACTGACTGC CUSCUSCUTIGCUACTGCCCGEEC
CCADGAGARCUGACTUCCCACUGCUCUGCCUGCCUCUCCCCACTECACUGGCACASCCCCG
CoUUGCCEIUGCUGATC CATUGCCGEUGEUGACC

=30

CUGACAGCGUGEGCAACGCOUGCCGCOUGCUCUGAGGCCOGATCCAGUGEEFCAGE CCARG
GCCUSCUIGEECCCCOGCGEACOCAGEUGCICTCGAUCACGEUCCCUGUICCCGTACCCCT
GOUUICUCUCUECCCCAUTGUAECUCCUCAGECICUCUCCCCUGCUCUCCCACCUCTACCT
CCACCCCCACUUCCARCCAGACACCCACCCCCOGECCCUGECUAAGRAAGUDACUTICTUGT
UECCAGCAUSACCTACCCUCECCUCTUDGATEC CAUCCGCUGCCACCIICCTIIUUG CUCCU
GEACCCUTUAGCCTCUCUGCCOUTCCACTCUCTGACCCC
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=5E

=GF

CUGACAGIGUGEECAACGCCUGCCGCCUGCUCUGAGECOCGATCCAGUGGECAGGCCARG
GOCUGCUGEECCCCCGOGEACCCAGGUGCUCUGEETCACGEUCOCUGUCCOCGCACCCCC
GO CUETCUGCOC CAUIGTEECUCCICAGGCTCUCUCCC U CUCCCACCUCURACCT
CCACCCCCACGLCUTGECUC CUCCAGRAAGECUCAGRAGCOCUACCUCC CUECCAUTATA
GCUGCUCCCCGCCAGARGCCUGUGCCARCUCTCUGCAUTCCCUGADCUCCARCCCUGUSG
CUGUCACCCTUEEUCACCUCCGUGCUGEUCACUGC CAUCTCCOCCC

CUGACAGCEUGGECAACGCCUGCCECCUGCUCUGAGECCOGATCCAGUGEECAGHCCRAG
GCCUGCUGEGCCCCOECEEACCCAGEUGCTCUGEEUCACGEUCCIUGUCCCCGIACCOCT
GCUUCUGUCUECC CCATUIGUEECUCCUCAGECUCUCUCCCCUE CUCTCCCACCUCTACCT
CCACCCCCACCUGGUACUGCAUGCACGCARUGCUAGIUGCCCCUTUCCCGUCCUGEETAC
CCCEAGUCDCCOCCERCCUCGEEUCCCAGGUATGCUCCCACCTCCACCUGCCOCACTCAC
CACCUCTIGCUAGUUCCAGRCACCUCC

e E1E]

CUGACRGCGUGGECARCGCCUGCCEOCUGCUCUGAGGCCOGATCCAGUGEECAGECCANG
GOCUGCUGEECCCCCGOEEACCCAGGUEITICUGEEUICACGEUCCCUGUCCCOGIRACOIOT
GoUUCOGUCUSCCCCATUEDEECUCCUCAGSCUCUCUCCCCUG CUCUCCCACCUCUACCT
CCACCCCCACCUGACAGCGUGEGECARCEGCCUGCOGCCUGCUCTGAGG CCCGATCCAGTIGE
GrACGCCAAGECCTGEITEEECCCICECECACCCAGEIGCUCTEEAGUICACGIUCC CUETICD
COGCACCCCCGCUTCTEUCDECCCCAUIGUEGCUCCUCAGECUCTCUCCOOUGCTCTCCC
ACCUCUACCUCCACCCOCAL

»GhBg

>3l

CUOGACAGOGUEAGCAACGCCUGCOGCCUGCUCTGAGECCCEATCCAGUGAGCAGACCARG
GCCUGCUGGECCOCCEOEGACCCAGEUGCUCUGGEFICACGEUCCCUGUCCCOGCACCCCC
GOUUCUETCUECCCCATUGUEECUCCUCAGGIICUCUC CCCUGCI T CCCACCUCUACCT
CCACCCCCACGRGAGCUCECTNIIC UG CUGUC CARUTTCTATUA A RGEUTIC CUTTGTICC
CUARGUCCARCTACTALACUGGEEEATATTADGARAGGECCUTGAGCADCUGEATUCUECE
UAAUAARARACAUTIUATUUICATUGCUGCGUC
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CUGACAGCGUGEECAACGCCUGCOE UG CUCTGAGECCCEAUCCAGUEEECAGHOCARG
GFOCUGCUGEECCOCCECEEACCCAGGUGCUCUGEGUCACGEUCCCUGUCCCOGCACCCLC
GCUUCUGUCUGCCCCATUGUGGCUCCUCAGGCUCUCUCCCCUGCUCUCCCACCUCUACCU
CCACCCCCACCARGCACGCAGCARATGCAGCUCARRACGITUAGCCUAGC CACACCOCCAD
GEEARACAGCAGUGATIARCCUIUAGCARTARAACGRAAAGUUUAACUARGCTAUACTARCT
COAGGEUTGEEUCAATITCGUGCCAGCCACACC

CUGACASCGUGEECARCGCCUGCCECCUGCUCUGAGGCCCGATCCAGUGEGCAGE CCAAS
GUOUGCUEEGCOCO0ECEGAC CCAGEUIEIUCUGEEUCACGEFUCCCUEUCCOCGCACCCCT
GUUICUGUCUECCCCATTGURECUCCUCAGCCUCUCTCCCCUGCUCUCCCACCUCUACCU
CCACCCOCACCUUDGCAGEATGARA CACTITCCCCGCUUGECUCUCAUUCUUCCACARGAS
AGARCCUTICUCOGRACCUGEUTUGCUACUGGTUCAGCAACUCUGCAGRARRIGUCCUCCCC
UGEUEGCUECCUCAGCUCAUGC CUTIGGCOUGARGUCCCAGCATUGATGGCAGCOCCUCAY
COUCCAASTUUIGTGIUCCCCUTIACCURACGCUUCCUSC CUCCCADGCAUCUGUACUCT
TCC

=hZgB

GRGAGCUCGCUUUCUUGCUGUCCAATUTCUAUUALRAGGUUCCUTUSUNCCCUAAGUCCAR
CUACTARRACUGGGEEAUTATIATCARGECCCTUGAGC ATCUTGEATUCTIGC CUAATAARA AL
CAUTUAUUUUCAUUGCUGCGUCRGCCOGUCCUCACCARGACUGACUGCCUGCUSCUTIECS
UACUGCCOGGECCCAUGAGACUGACUTUCCCACUGCUCUGCCUGCCUCUCCCCACUGCACT
GECACAGCCCCECOUNGCCACUECUGAUCCAUTECCEEUGTRACT

=h8gD

GAGRGCUCECUITCUNGCUGUCCARTUTCTATTARAGGUUCCUTUSUICCCUARAGTUCCAS
CUACTUARACUGGEEGATATIATCARGEGCCIIGAGCATICUCGATICTIGCCUAATARARARR
CAUUUATIUUCATTG UG CEUCTIC CAGCCAGACACCOGCOC CCCGEOCCUGECUARGAR
GUUGCTICCUGUUGCCAGCATGAC CUACCCUCGCCUCTIIGATG CCALNCCGCUGCCACCT
COUUIUGECUCCUGEACCCUTNACCCUCUCUGCCCUUCCACUCUCUGACCCOC

*hBgE

GRGAGCUCGCUUTCUNGCUGUCCARTTIDCUATTARRGGIUCCUNTGUICC CUARAGUCCAR
CUACUAARCUGEECEEAUATUATGALGCGCCUUGASCAUCUGSEAUUCUGCCUALUARRARS

CATTUATTIUCADDGCUSCEUCECCUUGECUCCUCCAGEAAGGCUCAGRAGCCITACCUC
CCUGCCATTAUAGCUGCUCCCCGCCAGAAGCCUGUGCCAACTCUCTGCAUTCCCUGATCT
COATCCCUGUEECIEUCACCCUIGEUCACCUCCGUGCURUCACTGCCATCTCCOC 0
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=hB8gF

GAGRGCUCGCUTICUUGCUGUCCAATTUICTATUALAGSUUCCUUTGTUCCCUAAGUCCAR
CUACUARACUGERGEAUTATUATGAAGZ O CURGAGCANCUGGATTCUGC CUARUTARARRR
CRAUDUATTUOCATUECUGCEUCCUGEETACUE CATECACGCARTGCUAGCUGCC OO
CEUCCUGEETRCCCCERGUCTCOCCOGACCUOAGEUCCCASSUATGCUCCCACCUCCACT
UGCCCCACUCACCACCUICUGCTUAGUICCAGRCACCTICC

=hBaG

GAGAGCUCGCUIICUIECUEUC CAATIICTATIAARGGUUICCUUIDGUIC CCTARGUCCAR
CUACUARARACUGGEECRUTATTIATGAAGEEC CUUSAGCATCTGGATTCUGC CTTARTAR AR AR
CAUTUATUUUCATUGCUG CGUCCUGACRGCEUGGECARCECCUGCCGCCUGCUCUGAGGT
COGATCCAGUEGECAGECCARGHECCUGECUECAECCCCCECEAACCCAGRUECUCUGEEUCE
CGEUCCCUGUCCCCGACCCCOGCTUCUGUCUSCCCCATIGUEECUC CUCAGECUCTICTC
CCCUGCUCUCCCACCUCTACCUCCACCCCCAC

=hEBghBg

GAGAGCUCECUUTCUUGCOGUC CAATTTICUATUAAAGGTUCCUUTGUUCCCUARGUCCAD
CUACUAAACTGEEGEATATTADGAAGGGCCTIGAGCAUCUIGEATTCUGCCTUARUTARARADIAN
AT AT AT UG U O A A TS ST C U GO E T CCAR U C AT T AR AGE
TUCCUIIGUICCCUAAGSTCCARLCTACTARRACTSEEEEATATUATGARGGGCCUTGAGTAT
CUGGATICDGCCTARTARARARCATUUATTUDCATUGCUEOGTIC

>hBg

GAGAGCUCECUUUCUIECUGUC CRA U CUATUARRAGS TUCCUUUGUUCCCUARGUCCAS
CUACTARAACUGGGEGATATTAIGRAGGGUCURGAGCAUTCUGGATTTCUGC CTTARUARAARS
CAUUUATTOUC AT CUGCGUC CAAGCACGCAGCAAUECAGCUCARMACECUIAGCCUAG
CCACACCCCCACGEGARACAGTAGUGATUARACCUUIAG CAATARACGARAGUITARCUAD
GUUATACTAACCCCAGEEUTGGEUCARTUUCEUGCCAGCCACACT

=hBgJ

CAGAGCUCECUTUCUTGCUGUC CARTUICUAUUAARGG U CCUTUGUTCCCUARGUCCAR
COACTARAACUGEEGEATATTATGAAGGGOCURGAGCATCUGGATUC TGO CTUARUARARAR
CAUTUUATUUUCAUUGCUGCGUC CUDUGCAGGATGAARCACTICCCOGCUUGEECUCTCATT
CUTCCACARGAGAGACCUTICUCCGEACCUGGUUGCUACUGEUUCAG CAACTCUGCAGAR
RAUGUCCUCCCCUGUGECUGCCUCAGCUCAUGC UGG CIUGARGUCCCAGCAUIZATG
GCAGCCCCUCAUCUGCCRASUUTIGUSCUCCCCUTUACCUAACGCUDCCUGCCUCCCADG
CAUCTUGUACTCCTCC
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CAAGCACGCAGCARTECAGCUCAR AN CECUTUAGCCUASCCACACCCCCACGGEARRCAGT
AGUGATUIAACCUTUAGCAATUAARCGAAAGUTIAACTAASCUATACTAACCCCAGGGUTHGGE
UCARATUICGUGECCAGOCACACCUIGCCOGUCCTUCACCARGACDGACUGCCUECUGCUTTIGT
UACOECCOGEECCCATGAGACUGACUICCCACHGCTCUSCCUGCCUCUCCCCACUGCACT
GECACAGCCOCGCIUIGCCGCUGCUGATCCATIGLCCGGUGTUGACT

CAAFCACGCAGCAAUGCAGCUCAARACGCUIIAGCCUASCCACACCCCCACGEEARACAGT
AGUGATUIAR CCUTUAGCAATAAA CGAAAGTUAACTARGCUATACTAACCCCAGGGUUGE
UCAATTUICGUGCCAGO CACACCUUCCAGC CAGACACC DG CCOCEACCCUGECTIARGAR
GUUGCOUCCUGUIGECCAGCATGACCIACCCUCGCCUTCUUUGAUGCCATCCGCUGCCACCT
CoUIG T CUGEACCCUUTAGCCUCTCUGCCCUTCCACUCTUCUGAC CCC

CAAMGCRACGCAGCARDGCAGCUCARAACGCTUASCCUASCCACRCCCCCACEGEARACAGT
AGFUGAUTAA CCUTUTAGCAATAAARCGRAAAGTUIUAR CUAAGCUADACTARCCCCAGEEUITGE
U AATC UG CCAGCCACAC OGO CIUEEoUCC U CAGGARGECUCAGEAGCCCUACCTC
CCUGCCATUIATRGCUGCUCCCOGCCAGARGCCUGUGCCAACTCUCUGCATUCCCUGATCT
CCATCCCUGEUGECUGUCACCCTIGEUICACCUCCGURIUGUCACUGCCAUCUCCCCCC

CAAGCACGCAGCARTGCAGCUCARR ACECIUASCCUASCZACACCOCOCACGEGARLCAGC
AGUGRUTAS CCUUTAGCAATAAR CGAAAGTUITARCTAAG CUATACUAACCCCAGEGUTIGE
TCAAUTICGUECCAGCCACACCIUGEUACUGCATGCACGCARUCCUASCDECCCCUTICS
COUCCREEEUACCCOGAGUCUCCCCCGACCUCGEGUCCCAGEUATGCUCCCACCUCTACC
UECCCCACTCACCACCUCTGCUAGTUCCAGRCACCIICC

CAAGCACGCAGCAAUGCAGCUCARRACGCUIAGCCUAGCCACACCCCCACGGGRARACAGT
AGUGATIAL CCUUTUAGCAATARACGAAAGUUUAR CUAAGCUAUACTAACCCCAGGGUUGE
UCARATTIICGUGCCAGCCACACCCUGACAGCGUGEECARCGCCUGLCECCUGCUCTEAGET
CoEATCCAGUEEECAGGCCARGECCUGECUGEECCOCCEOGEACCCAGEUGRCUCUGEEUCA
CEEUCCCUGUCCCCECACCCCOGCUUCUGUCUGCCCCATTGUGGCUCCUCAGGCUCUCTC
CoCUGCUCUCCCACCUCUACCUCCACCCOCCAT

>lhBg
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CAAGCACGCAGCARTECAGCTCARA RCOCTIAGCCTAGCCACACCCCCACGEEAAACRGET
RGUGATUARCCUTUAGCARATARACGARRGTUUAACTAAGCUATACUARCCCCAGEEIIIGE
DCAAMIMTICEUGECCAGCCACA CCGAGRAGCTCEACUTTICUUG CUGU CCAA UTTICTATTIAR AEE
TICCOUosUICCoUARGUC SR CUA CUARAA CUGGEGEATATUAUGAAGGECOIIGAGCAD
CUGGATTCUGCCUAATAAADL MM CALTITAUTIUCATIGCUGOGEUC

CARGCACACAGCAAIGCAGCUCARRRCACTUASCCUAGCCACACCCCCACGEEARACAGT
AGUGATUAACCUTUAGCARUTAARCGAARGUITARCUARGIUATACUARCCCCAGGEUIGE
UCRAUIUCEUECCAGCCACACCCALACACGCAGCARIGCAGCUCARRMCACTUACCCUAG
CCACACCOCCACGEEARACAGCAGUGATMTAACCUUTAGCARTAMACCEALAGTTITTARCUIAR
GCUATACTAACCCCAGGGEUUGGEUCARTUTCGUGCCRGLCCACACT

CARGCROGCAGCAAISCAGCUCARARCGCUTAGCCUAGCCATACCCCCACGRGEARACKGC
AGUGAUTTARCCTIUAGCAATAAACGRAAGUUITARCUAAGCUATACTIARCCCCAGGGUTGE
UCARATTUCGUGCCAGCCACACCCUIUG CAGGAUGARAR CACTTCCCCECTUEECUCUCAUT
CUICCACAAGAGRAGACCUTICUCCGGACCUGEUDGCTACUGGUUCAGCARCUICTSCRGRA
AAUICUCCUCCCCUSUEECUZCCUCACCUCATZCOUIIEECCUGRAGUCCCAGCATIIGAUG
GCAGCCCCUCATCUUCCARSUUUTGUGCUCCCCUTUACCURAACGCUTCCUGCCUCCCADG
CAUCOGEUACTCOTICC

CUTIGCAGGATGAARCRCTTCCCCGCUUGECUCUCATTCTUC CACARGAGRGACCUITCT
COGGACCUGEUNGCUACUIGEUUCAGCARCUIC DG AGRAARAIGTCCUICCCCUGTIGEIIGCD
UCAGCUCATGCCUUGECCUGAAGUCCCAGCATIGATSGCRGCCCCUCADCUTIC CARGUTT
TOGECTCCCCTITACCTAACGCUUCCUGCCUCCCATGCATCUGUTACTICCUCCOGCCOED
COUCACCARGRCTEACUGCCUGCUECUUNGCUACURCCCEEGUCCAUGARACTRACTITCC
CARCUGCUCTGCCUGCCUCTCCCCACUGCACDGECACAGCCCCEOCUUGCCECUGCUGAC
CATUCCCGEUEUGACT
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CUTUGCAGGAUGARRCACUUCCCCGCTUGECUCUCATUCUUCCACARGAGAGRCCUTIICT
COGEGACCUGEUIGCUACTEGUICAGC AR CUCTGCAGRARATGUCCUCCCCUGUGECTIGCC
TCASCUCAUGCOTMIUGECCUGRASUCOCAGCATDGAUGGECAGCOCCTTAUCTUC CARGTIT
TUGUECOCCCCUTIACCUARCGCUUCCUGCCUCOCATGCAUCTGUACTICCUCCUNCCAGT
CRGACACCCECCCCCOGGCCCTEECTAAGARGIUGCIUCCUGUIGCCAGCAUGACCURCC
CUCECCUCUTUGAUGCCATCCGCUGCCACCUCCUTUUGCUCCUSGACCCUTIRG CCUCUC
TECCCUUCCACUCTCUGACCCC

CUTUGCAGGATGARRCACUUCCCCGCUUGECUCTCAUUCTOCCACAAGAGAGRC CUTUCT
COGEACCUGGUUGCUACUGEUTCAGCARCUCUGCAGARAANGTICCUCCCCUGUGEIUGCT
UCAGCUCAUGCCUTUGECCUGAACTC OCAGCATDGATGGCAGCCCCUCAUTCUUC CALGTIT
MIGUEIUCCCCUIIIACCUAACGCUUC CUGCCUCOCATGCAUCTGUACUCCUCCGCCTUNTGE
CUCCUCCAGEAAGECUCAGGAGCCCUACCUCCCUGCCAUTATAG CUGCUCCCCGCCRAGAR
GUCUGUGCCAACTCUCUGCATDCC CUGATCTCCANCCCUGUGECUGUCACCCUUGEUCAC
CUCCEUECUGUCACTUGCCATCTCCCCOC

CUUUGCAGGAUGAARCACTIICCCCGCIIGECUCOCATTCUTC CACA AGAGRAGAC CUTICT
COGEACCUGEUUGCTACTGGUUCAGCAACTUCUGCAGARARUGUCCUCCCCUGUGGCTUGCC
UCAGCUCAUGCCUUNGGCCUGARGUCCCAGCATUGAUGGCAGCCCCUCAUCTUC CARGTIT
TOGEUECUCCCCUTUACCUAR COCUUCCTECCUCCCAUGCATCUSUACUCCUCCCUGEUAC
IGCAUGCACGCAATGCUAGCGCCCCUTUCCCEUCCUEGEEUACC CCGAGUCUCCCCOGAT
CUCGEEUCCCAGGUATGCUC CCACCUCCACCUGCCOCACTCACCACCUCUGCUAGUTC CA
GRCARCCUCC

CUUOGCAGEAUGARACACTICCCCECUDGECUCUCATTCUUCCACAAGRGAGAC CUUICT
COGGACCUGEUUGCUACTGEUICAGCAACUCUGCAGRAAAUGUCCUCCCCUGUGGCIUGCT
UCAGCUCATGOCUIIGGOCUEAAGTICCCAGCATIGATGECACGCCOCUCAUCUTIC CARGUT
UOEUECUCCCCUUUACCUAACGCUDCCUGCCUCCCANGCAUCUGUACUCCUCCCUGACAT
CEUGEGCARCGCOUGCCGCOUGCUCUGAGGCCOGATCCACSUGEECAGGCCARGEICUGCY
GEECCCCOECEEACOCAGAURCUCURECUCACGRUCCCUGUCCCCGOACCCOCROUTICTIG
UCUGECCCCATUGUEGECUCCUCAGGCUCTCUCCCCUGCUCTCCCACCUCTACCUC CACCCC
CAC

>JhBg
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CUTIGECAGGATGAARCACTICCCCGCIUGECUCUCATUCUUCCACA RGAGAGACCUTIUCT
CCECACCUGEUUGCUACUGGUUCAGCARCUCUGCAGARAATGUCCUCCCCUGUEECUGCEC
UCAGCUCATGCCUUIGGCCUGARGUCCCAGCATUGAUGGCAGCCCCUCATCUTICCARGUT
TGUECUCCOCUTNACCUARCGCUUCCUG COUCCCAUGCATCUGTACUC CUCCGAGAGCT
CECUUICUDGECUGTCCAATUTCUATUARAAGGUUCCUUDGUUCCCUARGUCCARCTATUAR
ACUSEGEGEATATUAUGAAGEECCUUGAGCATCUGEATTCUGCCUARTARR R A RCATITUAT
UICAUIGCUGRGEUC

=

CUTUGCASGAUGARRCACTUCCOCECUUGECUCUCATUCUUCCACARGAGAGACCUUUCT
CCGEACCUGEUUGCUACUGGUUCAGCARCTCUGCAGARARDGUCCTCCOCUGUGECUGCC
UCASCUCAUGCCUUUGEECCUGARGUCCCAGCAUTTGAUGECAGCCCCUCAUCUUCCARGUT
UUGUECUCCCCUTNACCUAACGCUTCCUGCCUCCCAUGCADCUGUACTCCUCCCARGCAC
GCAGCAAUGCAGCUCAAARACGCUTAGCCUACCCACACCCCCACGEGAAACAGCAGUGATT
ARCCUUUAGCAATARRCEARAGUIUARCUALAGCUATACTAACCCCAGGEUIEEUCARUUT
CEUGCCAGOCACACT

=

CUTUGCASEATGARACACTICCOOECUUGECUCUCATUCUUCCACARAGAGAGACCITUTCT
CCGGACCUGEUUGCUACTUGEUUCAGCARCTCUCCAGARAATGUCCUCCOCUGIGECUIGCC
UCAGCUCATECCUUTGECCUEARCUC CCAGCATIGATCECAGCCCCICATCTIIC CARGUT
TUGUGCUCCCCUITACCUARCGCUUCCUGCCUCCCAUGCAUCUGUACUCCOCCIUIIGEA
GEAUGAAACACTICCCCGCUIGECUCUCATUCTTCCACAAGRGAGACCUTICUICCGEACT

UECUUGECUACUGEUUCASCARCUCUGCAGAARAUGUCCUCCCOUGUEECUGCCUCAGCUT
AUGCCTUIGECCUGARGUCCCAGCATTIGAUGGCAGCCCCUCAUCUTCCARGTIITDGUGCT
CoCCUUUACCUARCGCUUCCUGCCUCCCATGCATCUGUACTCCUCC

> FI UTR 97,5 % de homologia (modificaciones aleatorias)

CUOGGUACUSCATGEACGCAA NGO UAGCUSCCCCUTDC COGUCCUGEETACCOOGAGTCAC
COCOGACCTCGGGUCCCAGEUANCGUCCCACCUCCACCUGC OCCACUCACCACCTUICTIGCT
ACUTCCAGACACCUCCCARGCACGCAGCAAUGCAGCUCARAACGCUUAGCATAGOCACAC
CCCCACGEEARACAGTAGIEATUAR CCTIUAGCARIAADCEA LG UTIIAL CUAAGRCTIALL
CUAACCCCAGEGIDGEUCARTIICGUGCCAGCCACACC

> FI UTR 95 % de homologia (modificaciones aleatorias)
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CUOCGUACTSCAUGEACGCARUGCTAGCUSCCCCUUTC CCGUCIUGEEUACCCIGASUCAC
CACCGACCUCGEGUCCCACGUALCGUCCCACCUCCACGUGCCCCACTCACCACCUCUGCU
ACUUCCACGACACCUCCCARGCACGCAGCAADCCAGCUCARAR CCCUNAGCATAGCCACAC
CCCCACGGEARA CAGUAGTFEATUALCCUUAGCALTAATCGARTGUCUARCTRAAGCUATA
CUARACCCCAGGEUUGAUCAATTACGUGCCAGCCACACT

> FI UTR 92,5 % de homologia (modificaciones aleatorias)

CUCGUACTSCAUGGACGCARDGCUAGCUGCCCCUTTCOCGUCCTGGEUACCCOGAGUICAT
CACCEACCUCGEEUCCCAGEUATICGUCCCACCUC CACGUGCCCCACTCACCACCTIITGCT
AGUUCCAGRCACCUCCCATGCACGCAGCRATGCAGATCAR AR COCTUAGCATAGCCACAD
CCCCRACGEGEARL CAGUAGTGATUARCCTIIAGCARATAATCEARTGUCTUALCUAAGCUIATR
CUAACCCCAGGGUIGATCAATTACGTIGLCAGCCACACD

> FI UTR 90 % de homologia (modificaciones aleatorias)

GUCGUACUGCAUGEACGCAANGCUAGCAGCACCUTTCCCGUOCUGEEUACCCCGAGUCAT
CARCCGACCUCEEEUCCCAGEUADCEUICCTACCUCCACGUGC CCCACCCAC CAC UG CTT
AU CAGACACCUCCCATGCACGCAGCARUGCAGATCARANCECUUASCAUACCCACAC
COCCACEEEARACARGUAGUGAUCARCCUIUAGCUATARICGARATGDCUARACUAAGCUALT
CUAACCACRGEEUICATCARIIACGURGCCAGCCAGACT

> Mutacion Fl 8nt

CUGGUACTGCANGCACGCRAADGCUAGCUGCCCCAARGGECUCCUGEEUACCCCGAGUCUC
CCCOGACCUICGEGUCCCAGGUATGIUCCCACCUCCACCIGCCCCACTOCACCACCTCTIGCH
AGUCCAGACACCUCCCARGCACGCAGCARTGCAGCUCARRACSCUUAGCCUAGCCACAC
CCOCACEEEAARCRGCAGUGATUARCCTUIUAGCARTARAROGARAGUITARACUAAGCTIAUR
CUARCCCCAGGETUEEUCAAIIICGUACCAGCCACACT

> FI UTR 98,75 % de homologia (modificaciones que desestabilizan la estructura)

CUGEUACUGCAUGCACGCAATGCURAGCUGCCCOUUTCCOGUGEUCOGUACCCCCAGUCTC
CCCCEACCUCEEGUCCCAGHUATGCUCCCRCCUCCACCUGCCCCACUCACCACCUCTIGCT
AGUUCCAGACACCUCCCARGCACGCAGCARTGCAGCUCARMACGCUUAGCCUAGCCACAC
CCCCACOGAMAARCAGCEAGUGATUARCCTTIUAGCAATAARCEAAMGTUTAACTAMSCUIATR
CUAACCCCAGEEUIUGEUCARTTICGEUGCCAGC CACACT

> FI UTR 97,5 % de homologia (modificaciones que desestabilizan la estructura)
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CUGGUACUECAUGCACGCARISCUAGCUSCCCCUIICCCEUGERCCEUACGGCEAGUCUC
O CGACCICGEEUCCCAGGUATG T CCACCUCCACCUGC CCCACTCACCACCUICIGCT
AGUUCCAGACACCUCCCARGCACECAGCARANGCAGCUCARARCGCUTAGCCUAGCCACAC
CCCCACGOEARACAGCAGUEATIAACCUUIASFCAAUAALCEARRGTITUTIAS CUARGEUATA
CUAACCCCREEEUIGEUCAATTIICGUGCCAGCCACACC

> FI UTR 96,25 % de homologia (modificaciones que desestabilizan la estructura)

CUGGUACUGCAUGCACGCAADGCUASCUGCCOCUTUGCCEUGEACCEUACGEECUGEDCTC
e GA O CGRGIC CCAGEUIANG U CCACCTC CACCUCCCCACTCAC CACCTUICTIGCT
AGUUCCAGACACCUCCCAASCACGCAGCARUGCAGCUCARL A CECUTAGC CIAGCCACAT
CCOCACGOEAAACAGCAGUGATUAACCUTTAGCALAUAAACGARAGTTUAACUTARGCUATA
CUAACCCCAGEETUGEUCAATIICGEDGCCAGCCACRCC

> FI UTR 95 % de homologia (modificaciones que desestabilizan la estructura)

CUGGUACUGCAUGCACGCAAISCUASCUSCCCCUTUGGECUGEACCEUACGEECUGUCUS
AT CGEEUC CCAGEUIATG IO COAC T CACCUGC CCCACTCACCACCUICIGCY
AU CAGACACOUCCCARGCACECAGCAAUGCAGCUCALA A CCCUTAGC CUAGCCACAC
COCCACGEEARACAGCAGUCATUIAACCUTIAGCRATAALCE AL AGIITAACTIAACCTIATA
CURACCCCAGGEUUGEUCARUTTICGUGOCAGCCACACC

> FI UTR 97,5 % de homologia (modificaciones que desestabilizan la estructura)

CUGGEUACUZCAUGCACECAATGCUTAGCUGCCCCUUTCOCEUGEGUCOGUACCCOGAGTCTUT
COCCHACCUCEEEUCGEACCUAUGCUCCCACCUCCACCOGCCCCRCTICACCACCTICTIGCT
AGUUCCAGACACCUCCCARGCACGCAGCARUIGCAGCUICAAARCGUTUAGCCTAGCCACAT
CCCChACGEEAARCAGCAGUGATIAACCUTUAGCARTARACGRRACTIIUARCTIAACCTIATA
CUARCCCCAGGEUUGEUCAATUUCEUECCAGTCACACT

> FI UTR 95 % (modificaciones que retienen la estructura)

CUGEUACTGCATGCACECAAUGCUAGCUGCCCCUTUCCOGUGGACCEUACGEOGAGTCTC
COCCEACCUCECCUOEEUCCUADGCUCCCACCUCCACCUGCCCCACTCACCACCTCTIGET
AGUUCCAGACACCUCCCARGCACGCAGCAAUGCAGCICAARR CGUTUAGCCUAGCCACAC
COCCACGEEARRCAGCAGUGATUARCCUTTAGCARUAARCGARRGUUIUAACUARGCTUAUA
CUAACCCCAGGGUUGGUCAATTNCGTGCCAGCCACACT

> FI UTR 92,5 % (modificaciones que retienen la estructura)

87



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2753201 T3

CUGGUACUGCADGCRCGCAANGCIAGCUIGC COCUIIGCCGUEEACCEUACGRECUGUCUC
COCOGACCAGCOOUIGETCCTANGCUCCCACCUCCACCUGCCCCACUCACCACCUCTUGCT
AGUUCCAGACACCOOCCARGCACECAGCARIGCAGIUCARARACGCUIAGOCTIAGCCACAC
CCOCACGGCAARCAGCAGUGAUUARACCUIUAGCAATARAACGARAGUUTARCUAAGCUAUA
CUAACCCCAGEEUUGGUCAATUTCGUGCCAGCCACACC

> FI UTR 90 % (modificaciones que retienen la estructura)

CUGGUACUGCAUGCACGCAADGCUAGCUGCCCCUUIGEECUGGACOGUACGGECUGTICUC
COCCGACCAGCCCUCGGUCCUAUGCUCCCACCUCCACCUGCCCCACUCACCACCUCTGCU
AGUUCCAGARCACCUCCCARGCACGCAGC ARG CAGTUCARARCGCUUAGCCUAGOCACAT
CCCCAGCCCAMACAGCAGUGAUTTAACCUUTAG CARUAAACGAMAGUUUAACUARGCTUALR
CUAACCCCAGGGUDGGUCARTIICGUGCCAGCCACACC

Listado de secuencias

<110> BioNTech RNA Pharmaceuticals GmbH y otros

<120> SECUENCIAS UTR 3' PARA ESTABILIZACION DEL ARN
<130> 674-146 PCT

<150> PCT/EP2015/073180
<151> 2015-10-07

<160> 221

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1

<211> 208

<212> RNA

<213> Homo sapiens

<400> 1

cauccugcug cugcugcugc ugcugcugcg ggucuuccug gaaucugacc auucguuguc 60
ugcuaugece guccucacca agacugacug ccugcugcuu ugcuacugcc cgggcccaug 120
agacugacuu cccacugcuc ugccugccuc uccccacugc acuggcacag ccccgccuug 180
ccgcugcuga uccauugccg gugugacce 208
<210> 2

<211> 202

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 2
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gcugcugcug cugcugcugc ugcgggucuu ccuggaaucu gaccauucgu ugucugcuau
gcccguccuc accaagacug acugccugcu gcuuugcuac ugcccgggcec caugagacug
acuucccacu gcucugccug CCucucccca cugcacugge acagccccge cuugccgcug
cugauccauu gccgguguga cc

<210> 3

<211> 210

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 3

uuccugcugc ugcugcugcu gcugcugcug cgggucuucc uagaaucuga ccauucguug
ucugcuaugc ccguccucac caagacugac ugccugcuge uuugcuacug cccgggecca
ugagacugac uucccacugc ucugccugcc ucuccccacu gcacuggcac agccccgccu
ugccgcugcu gauccauugce cggugagacce

<210> 4

<211>193

<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 4

ugcugcugcu gcugcggguc uuccuggaau cugaccauuc guugucugcu augcccgucc
ucaccaagac ugacugccug cugcuuugcu acugceccggg cccaugagac ugacuuccca
cugcucugcc ugccucuccc cacugcacug gcacagcccc goccuugccge ugcugaucca
uugccggegyg aca

<210>5

<211> 186

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 5
gcugcugcgg gucuuccugg aaucugacca uucguugucu gcuaugcccg uccucaccaa

gacugacugc cugcugcuuu gcuacugcCcc gggcccauga gacugacuuc ccacugcucu
gccugccucu ccccacugca cuggcacagc cccgccuugc cgcugcugau ccauugcecgg
cguacce

<210> 6

<211>170

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 6

cuggaaucug accauucguu gucugcuaug Cccguccuca ccaagacuga cugccugcug
cuuugcuacu gcccgggccc augagacuga cuucccacug cucugccugc cucuccccac
ugcacuggca cagccccgcc uugccgcugc ugauccauug ccggcggace

<210>7

<211> 206
<212> ARN
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60

120

180

193

60

120

180
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60
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<400> 7

uccugcugcu gcugcugcug
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cugcugcggg ucuuccugga aucugaccau

ucguugucug

cuaugcccgu ccucaccaag acugacugcec ugcugcuuug cuacugceccg ggeccaugag

acugacuucce cacugcucug
gcugcugauc cauugccggu

<210>8

<211> 121

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 8

ccugccucuc cccacugeac uggeacagec

gggacc

ccgecuugecd

cugccugcug cuuugcuacu gcccgggcce augagacuga cuucccacug cucugcecuge

cucuccccac ugcacuggca
c

<210>9

<211> 206

<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 9

uccugcugcu gcugcugcug
cuaugcccgu ccucaccaag
acugacuucc cacugcucug
gcugcugauc cauugccggu

<210>10

<211> 196

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 10

gcugcugcug cugcugcggyg
ccucaccaag acugacugcc
cacugcucug ccugccucuc
cauugccggu gugace
<210> 11

<211> 276

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 11

cagcecccgec uugcecgcouge ugauccauug

cugcugcggg ucuuccugga aucugaccau
acugacugcc ugcugcuuug cuacugcccg
ccugccucuc cccacugcac uggcacagcec

gggace

ucuuccugga aucugaccau ucguugucug

ugcugcuuug cuacugceccg ggcccaugag

cccacugcac uggcacagcc ccgccuugcec

90

ccgguagaac

uuguugucug

ggcccaugag

ccgccuugec

cuaugcccegu

acugacuucc

gcugcugauc

60
120
180

206

60

120

121

60
120
180

206

60
120
180
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ucuggccuca
ccaucuucca
ucguugucug
ggcccaugag

ccgecuugec

<210> 12
<211> 276
<212> ARN

cugagucuga

uccugcugcu

cuaugcccgu

acugacuucc

gcugcugauc

<213> Homo sapiens

<400> 12

ucuggccuca
ccaucuucca
ucguugucug
ggcccaugag

ccgecuugece

<210> 13
<211> 245
<212> ARN

cugagucuga

uccugcugcu

cuaugcccgu

acugacuucc

gcugcugauc

<213> Homo sapiens

<400> 13
cuaccauggc
ugcugcgggu
cugacugccu
cugccuuucc
ugacc
<210> 14

<211> 233
<212> ARN

caguccuccce

cuuccuggaa

gcugcuuugc

ccacugcacu

<213> Homo sapiens

<400> 14

guccucccug agucugacca
uccuggaauc ugaccauucqg
ugcuuugcua cugcccgggce
acugcacugg cacagccceg
<210> 15

<211> 232

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 15

agagcuguua

gcugcugcug

ccucaccaag

cacugcucug

cauugccggu

agagcuguua

gcugcugcug

ccucaccaag

cacugcucug

cauugccggu

ugagucugac

ucugaccauu

uacugccegg

ggcacagccce

ucuuccaucc

uugucugcua

ccaugagacu

ccuugccgceu
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acuaccaugg

cugcugcggg

acugacugcc

ccugccucuc

gugacc

acuaccaugg

cugcugcggg

acugacugcce

ccugccucuc

gugacc

caucuuccau

cguugucugc

gcccaugaga

cgccuugcecg

ugcugcugcu

ugcccguccu

gacuucccac

gcugauccau

ccaguccucc
ucuuccugga
ugcugcuuug

cccacugcac

ccaguccucc
ucuuccugga
ugcugcuuug

cccacugcac

ccugcugcug
uaugcccguc
cugacuuccc

cugcugaucc

gcugcugcug
caccaagacu
ugcucugccu

ugccggucug

91

cugagucuga

aucugaccau

cuacugcecg

uggcacagcc

cugagucuga

aucugaccau

cuacugcccg

uggcacagcc

cugcugcugce

cucaccaaga

acugcucugc

auugccggug

cugcgggucu

gacugccugce

gccucucccc

aca

60

120

180

240

276

60

120

180

240

276

60

120

180

240

245

60

120

180

233
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guccucccug
uccuggaauc
ugcuuugcua
cugcacuggc
<210> 16

<211> 208
<212> ARN

agucugacca

ugaccauuug

cugcccggge

acagccecge

<213> Homo sapiens

<400> 16
ccauccugcu
cugcuaugcc
agacugacuu
ccgeugcuga
<210> 17

<211> 237
<212> ARN

gcugcugcug

cguccucacc

cccacugcuc

uccauugccg

<213> Homo sapiens

<400> 17
gccaguccuc
gucuuccugg
cugcugauuu
ccccacugea
<210> 18

<211> 297
<212> ARN

ccugagucug

aaucugacca

gcuacugccce

cuggcacagc

<213> Homo sapiens

<400> 18

ugccuuccgu
gccaguccuc
gucuuccugg
cugcugcuuu
ccccacugea

<210> 19
<211> 238
<212> ARN

cuccugcugc

ccugagucug

aaucugacca

gcuacugccc

cuggcacagc

<213> Homo sapiens

<400> 19

ES 2753201 T3

ucuuccaucc ugcugcugcu

uugucugcua ugccccuccu

ccaugagacu gacuucccac

cuugccgcoug cugauccauu

gcugcugcug cugcgggucu

caccaagacu gacugccugce

ugcucugccu geccuuccceca

gcocgguguga cc

cugcugcugc gggucuuccu ggaaucugac cauucguugu

aagacugacu gccugcugcu ugcuacugcc cgggcccaug

ugccugccuc uccccacugc acuggcacag ccccgecuug

gugugacc

accaucuucc

uucguugucu

gggcccauga

ccegecuuge

uucuggccuc

accaucuucc

uucguugucu

gggcccauga

ccegecuuge

auccugcugc

gcuaugcceg

gacugacuuc

cgcugcugau

acugagucug

auccugcugc

gcuaugccceg

gacugacuuc

cgcugcugau

ugcugcugcu
uccucaccaa
ccacugcucu

ccauugcegg

aagagcuguu
ugcugcugcu
uccucaccaa
ccacugcucu

ccauugcegg

92

gcugcugcgyg

gacugacugc

gccugccucu

ugugacc

aacuaccaug

gcugcugcgyg

gacugacugc

gccugccucu

ugugacc

60

120

180

232

60

120

180

208

60
120
180

237

60
120
180
240

297
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ggccaguccu
ggucuuccug
ccugcugcuu

uccceccacuge

<210> 20
<211> 238
<212> ARN

cccugagucu

gaaucugacc

ugcuacugcc

acuggcacag

<213> Homo sapiens

<400> 20
ggccaguccu
ggucuuccug
ccugcugcuu
uccecacuge
<210> 21

<211> 219
<212> ARN

cccugagucu

gaaucugacc

ugcuacugcec

acuggcacag

<213> Homo sapiens

<400> 21
ugaccaucuu
cauucguugu
ccgggcccau
gccccegecuu
<210> 22

<211> 237
<212> ARN

ccauccugcu

cugcuaugcc

gagacugacu

gccgeugcug

<213> Homo sapiens

<400> 22
ccaguccucce
ucuuccugga
ugcugcuuug
cccacugcac
<210> 23

<211> 214
<212> ARN

cugagucuga

aucugaccau

cuacugccceg

uggcacagec

<213> Homo sapiens

<400> 23

ugaccaucuu

uugucugcua

ccaugagacu

ccuugucgcu

ccauccugcu

ugcccguccu

gacuucccac

gcugauccau

gaccaucuuc

auucguuguc

cgggcccaug

ccecegecuug

gaccaucuuc

auucguuguc

cgggcccaug

cceccgecuug

gcugcugcug

cguccucacc

ucccacugcu

auccauugcc

ccaucuucca

ucguugucug

ggcccaugag

ccgecuugec

gcugcugcug

uaccaagacu

ugcucugccu

ugccggugug

ES 2753201 T3

cauccugcug

ugcuaugccc

agacugacuu

ccgeugcuga

cauccugcug

ugcuaugccc

agacugacuu

ccgcugeuga

cugcugcugc

guccucacca

cccacugcuc

uccauugccg

cugcugcugc

guccucacca

cccacugcuc

uccauugecg

ugcugcugcg

agacugacug

ugccugccuc

gugugacc

ugcugcugcg

agacugacug

ugccugccuc

gugugacce

cugcugcugc gggucuuccu ggaaucugac

aagacugacu gccugcugcu uugcuacugc

cugccugccu cuccccacug cacuggcaca

ggugugacc

uccugcugcu gcugcugcug cugcugcggg

cuaugcccgu ccucaccaag acugacugcec

acugacuucc cucugcucug ccugccucuc

gcugcugauc cauugccugu gugacca

cugcgggucu uccuggaauc ugaccauucg

gacugccuge ugcuuugcua cugeccggge

gccucuccee acugcacugg cacagccccg

acac

93

60
120
180

238

60

120

180

238

60

120

180

219

60

120

180

237

60

120

180

214



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2753201 T3

<210> 24

<211>128

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 24

gacugacugc cugcugcuuu gcuacugccc gggcccauga gacugacuuc ccacugcucu
gccugccucu ccccacugca cuggcacagc cccgccuugc cgcugcugau ccauugccgg
ugugaccc

<210> 25

<211> 230

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 25

cucccugagu cugaccaucu uccauccugc ugcugcugcu gcugcugcug cgggucuucc
uggaaucuga ccauucguug ucugcuaugc ccguccucac caagacugac ugccugcugc
uuugcuacug cccgggccca ugagacugac uucccacugc ucugccugcc ucuccccacu

gcacuggcac agcecccgecu ugcecgcugcu gauccauuge cggugugace

<210> 26

<211> 211

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 26

uuccauccug cugcugcugc ugcugcugcu gcgggucuuc cuggaaucug accauucguu
gucugcuaug cccguccuca ccaagacuga cugccugcug cuuugcuacu gcccgggccce
augagacuga cuucccacug cucugccugc cucuccccac ugcacuggca cagecccgece
uugccgcuge ugauccauug ccggugugac ¢

<210> 27

<211> 143

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 27

ugcccguccu caccaagacu gacugccugc ugcuuugcua cugcccgggc ccaugagacu
gacuucccac ugcucugccu gCCuCuccccC acugcacugg cacagccccg ccuugccgcu
gcugauccau ugccggugug acc

<210> 28

<211> 143

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 28

94

60

120

128

60

120

180

230

60

120

180

211

60

120

143
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ugcccguccu caccaagacu gacugccugc ugcuuugcua cugcccgggce ccaugagacu
gacuucccac ugcucugccu gecucucccd acugcacugg cacagcecccg ccuugecgcu
gcugauccau ugccggugug acc

<210> 29

<211> 181

<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 29

gcgggucuuc cuggaaucug aacauucguu gucugcuaug cccguccuca ccaagacuga
cugccugcug cuuugcuacu geccgggecc augagacuga cuucccacug cucugccuge
cucuccccac ugcacuggca cagCccccgcc uugccgcugc ugauccauug ccggugugac
Cc

<210> 30

<211> 154

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 30

guugucugcu augcccgucc ucaccaagac ugacugccug cugcuuugcu acugcccggg
cccaugagac ugacuuccca Cugcucugcc ugcCcucuccc cacugcacug gcacagcccce
gccuugccge ugcugaucca uugccggugu gace

<210> 31

<211>130

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 31

caagacugac ugccugcugc uuugcuacug cccgggccca ugagacugac uucccacugce
UCUgCCUgCC UCUCCCCacu gcacuggeac agecccgccu ugccgcugeu gauccauuge
cggugugacc

<210> 32

<211>138

<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 32

ccucaccaag acugacugcc ugcugcuuug cuacugcccg gacccaugag acugacuucc
cacugcucug CCugecucuc cccacugcac uggeacagece Cegecuugec gcugougauc
cauugccggu gugacugc

<210> 33

<211> 214

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 33

95

60

120

143

60

120

180

181

60
120

154

60

120

130

60

120

138
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cuuccauccu gcugcugcug cugcugcugc ugcgggucuu ccuggaaucu gaccauucgu

ugucugcuau gcccguccuc

caugagacug acuucccacu

cuugccgcug cugauccauu

<210> 34
<211> 135
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 34

accaagacug acugccugcu gcuuugcuac ugcccgggec

gcucugccug ccucucccda cugcacugge acageccege

gccgguguga

ccee

cucaccaaga cugacugccu gcugcuuugc uacugcccgg gcccaugaga cugacuucce

acugcucugc cugccucucc ccacugcacu ggcacagecc cgccuugecg cugcugaucc

auugccggug ugace

<210> 35
<211>129
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 35

aagacugacu gccugcugcu uugcuacugc Ccgggcccau gagacugacu ucccacugcu

cugccugccu cuccccacug cacuggcaca gecccgcecuu gcecgcugcug auccauugec

ggugugacc

<210> 36
<211> 541
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 36
cuccagcucg

uuggaggccu
gcucuccgca
uccuugucuc
ucaaugugua
cauggccagu
gcgggucuuc
cugccugcug
cucuccccac
c

<210> 37

<211> 125
<212> ARN

cuuccauuug

cagcaacagc

uuuccugccg

gcagcugccg

aggauccgau

ccucccugag

cuggaaucug

cuuugcuacu

ugcacuggca

<213> Homo sapiens

<400> 37

cuugcagaag

aucaucaagc

cauggcgucc

ggacaccuuc

cugcuucugg

ucugaccauc

accauucguu

gcccgggece

cagcecccgec

uucucgcugu

ugagcuucca

accuucugcg

ugcgcuaaga

ccucacugag

uuccauccug

gucugcuaug

augagacuga

uugccgcuge

gcucacgaag
gcucuuuccu
uggccaccuc
ugggauacgg
ucugaagagc
cugcugcugce
uccguccuca
cuucccacug

ugauccauug

96

cuugcgcuce

gagcuucuca

caucuccucc

cauugaggga

uguuaacuac

ugcugcugcu

ccaagacuga

cucugccugce

ccggugugac

60

120

180

214

60

120

135

60

120

129

60

120

180

240

300

360

420

480

540

541
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cugacugccu gcugocuuugc uacugceccgg goccaugaga cugacuucce
cugccucucc ccacugcacu ggcacagecc cgccuugcecg cugcugauce
ugacc

<210> 38

<211> 131

<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 38
ccaagacuga cugccugcug cuuugcuacu gcccgggccc augagacuga

cucugccugc cucuccccac ugcacuggca cagccccgcc uugccgcuge

acggugugac ¢
<210> 39
<211> 245

<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 39

uaacuaccau ggccaguccu cccugagucu gaccaucuuc cauccugcug
ugcugcgggu cuuccuggaa ucugaccauu cguugucugc uaugcccguc
cugacugccu gcugcuuugc uacugcccgg gcccaugaga cugacuuccc
cugccucucc ccacugcacu ggcacagccc cgccuugccg cuguugaucce
ugacc

<210> 40

<211> 131

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 40
ccaagacuga cugccugcug cuuugcuacu gcccgggccc augagacuga

cucugccugc cucuccccac ugcacuggca cagcecccgec uugccgcugu

ucggugugac ¢
<210> 41

<211> 131

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 41

ccaagacuga cugccugcug cuuugcuacu gcccgggccc augagacuga

cucugccugc cucuccccac ugcacuggca cagccccgec uugccgcuge

ccggugugac ¢
<210> 42
<211> 149

<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 42

97

acugcucugc

auugeeggug

cuucccacug

ugauccauug

cugcugcugce

cucaccaaga

acugcucugce

auugeccggug

cuucccacug

ugauccauug

cuucccacug

ugauccauug

60

120

125

60

120

131

60

120

180

240

245

60

120

131

60

120

131
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cugcuaugcc uguccucacc aagacugacu gccugcugcu uugcuacugce

gagacugacu ucccacugcu Cugccugccu cuccccaaug cacuggcaca

gcocgeougoug auccauugec ggugugace

<210> 43

<211> 149

<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 43

cugcuaugcc cguccucacce
gagacugacu ucccacugcu
gccgeugeug auccauugec

<210> 44

<211> 147

<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 44
gcuaugcccg uccucaccaa
gacugacuuc ccacugcucu

cgcugcugau ccauugecgg

<210> 45

<211> 176

<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 45
ucuuccugga aucugaccau

ugcugcuuug cuacugcccyg
cccacugcac uggcacagec
<210> 46
<211>171

<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 46

cuggaaucug accauucguu
cuuugcuacu gcccgggece
ugcacuggca cagccccgece
<210> 47

<211>171

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 47

aagacugacu gccugcugcu uugcuacugc

cugccugccu cuccccacug cacuggcaca

ggugugacc

gacugacugc cugcugcuuu gcuacugccc
gccugccucu ccccacugca cuggcacagce

ugugacc

ucguugucug cuaugcccgu ccucaccaag

ggcccaugag acugacuucc cacugcucug

ccgocuugec gecugcugauc cauugecggu

gucugcuaug cccguccuca ccaagacuga
augagacuga cuucccacug cucugccugce

uugccgceuge ugauccauug ccggugugac

98

ccgggeccau

gccccgecuu

ccgggeccau

gccccgecuu

gggcccauga

cccgecuuge

acugacugcc

ccugccucuc

gugacc

cugccugcug

cucuccccac

[o]

60

120

149

60

120

149

60

120

147

60

120

176

60

120

171



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

cuggaaucug accauucguu gucugcuaug
cuuugcuacu gcccgggccc augagacuga
ugcacuggca cagccccgcc uugccgcuge
<210> 48
<211> 169

<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 48

ggaaucugac cauucguugu cugcuaugcc
uugcuacugc ccgggcccau gagacugacu
cacuggcaca gccccgcecuu geccgcocugceug
<210> 49

<211> 131

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 49

ccaagacuga cugccugcug cuuugcuacu
cucugccugc cucuccccac ugcacuggca
ccggugugac ¢

<210> 50

<211>175

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 50
cuuccuggaa ucugaccauu cguugucugc

gcugcuuugc uacugcccgg gcccaugaga
ccacugcacu ggcauagccc cgceccuugecg
<210> 51

<211> 140

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 51

cagacacccg ccccccggcec cuggcuaaga
cucgccucuu ugaugcecauc cgeugecace
ugcccuucca cucucugacc

<210> 52

<211> 149

<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 52

ES 2753201 T3

cccguccuca

cuucccacug

ugauccauug

cguccucacc

ucccacugcu

auccauugcc

ccaagacuga

cucugccugc

ccggugugac

aagacugacu

cugccugccu

ggugugacc

cugccugcug

cucuccccac

[«

gccugcugcu

cuccccacug

gcccgggecce augagacuga cuucccacug

uagccccgec uugccgcuge ugauccauug

uaugcccguc cucaccaaga cugacugccu
cugacuuccce acugcucugc cugccucuce

cugcugaucc auuuccggug ugace

auuugcuucc uguugccagc augaccuacc

uccuuuugcu ccuggacccu uuagcecucud

99

60

120

171

60

120

169

60

120

131

60

120

175

60

120

140
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uuccagccag acacCccgccc cccggcccug gcuaagaagu ugcuuccugu ugccagcaug

accuacccuc gccucuuuga ugccauccgc ugccaccucc uuuugcuccu ggacccuuua

gccucucugcC ccuuccacuc ucugacccc

<210> 53

<211> 212

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 53

cucgcuuccu gggucugcag
ccagccagac acccgecccee
cuacccucgc cucuuugaug
cucucugccc uuccacucuc

<210> 54

<211> 144

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 54

uccagccaga cacccgcccc
ccuacccucg ccucuuugau
cuucucugcc cuuccacucu
<210> 55

<211> 207

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 55
cgcuuccugg gucugcaggu

agccagacac ccgcccccecg
acccucgcecu cuuugauged
cucugcccuu ccacucucug
<210> 56

<211> 158

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 56

guccagccgg cuggcacccu ccauguaccc aggggagauu

cggoccugge uaagaaguug cuuccuguug ccagcaugac

ccauccgcug ccaccuccuu uugcuccugg acccuuuage

ugaccaccge cc

ccggcccugg cuaagaaguu gcuuccuguu gccagcauga

gccauccgcu gccaccuccu uuugcuccug gacccuuuag

cugg

ccagccggeu ggcacccucc acguacccag gggagauucc

gcccuggcua agaaguugcu uccuguugcc agcaugaccu

auccgcugee accuccuuuu geuccuggac ccuuuagecu

accaccg

cauguaccca ggggagauuc cagccagaca cCCcgcccccc ggecccuggcu aagaaguugce

uuccuguugc cagcaugacc uacccucgcc ucuuugaugc cauccgcuge caccuccuuu

ugcuccugga cccuuuagec ucucugeccu uccacucg

<210> 57

<211>197

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 57

100

60

120

149

60

120

180

212

60

120

144

60

120

180
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60
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cucgcuuccu
ccagccagac
cuacccucgc
cucucugccc
<210> 58

<211> 236
<212> ARN
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gggucugcag guccagccgg cuggcacccu ccauguacce

aggggagauu

acccgeccce cggoccugge uaagaaguug cuuccuguug ccagcaugac

cucuuugaug ccauccgcug ccaccuccuu uugcuccugg acccuuuage

ccccgau

<213> Homo sapiens

<400> 58
cccagcucce
cuccauguac
ugcuuccugu
uuuugcuccu
<210> 59

<211> 273
<212> ARN

uaggcgucce

ccaggggaga

ugccagcaug

ggacccuuua

<213> Homo sapiens

<400> 59

ggccaccggyg
gucccaucuc
gagauuccag
caugaccuac

uuuagccucu

<210> 60
<211> 171
<212> ARN

caugggaagu

gcuuccuggg

ccagacaccc

ccucgccucu

cugcccuucce

<213> Homo sapiens

<400> 60

aucucgcuuc

uuccagecag

accuacccuc

gccucucuge

augagaaggu

ucugcagguc

gcceeecegge

uugaugccau

acucucugac

cugggucugc

acacccgecece

gccucuuuga

ccuuccacuc

gcuuguggaa

cagccggecug

ccuggcuaag

ccgecugccac

ccc

agguccagcc

cceggeccug

ugccauccgc

uuugaccccce

gggggcccgyg

gcacccucca

aaguugcuuc

cuccuuuugc

ggcuggcacce

gcuaagaagu

ugccaccucc

aucuua

cucccuaggce

uguacccagg

cuguugccag

uccuggacce

uguacccagg ggagauucca gccagacacC CgCCCcccgg cccuggcuaa gaaguugcuu

ccuguugcca gcaugaccua cccucgccuc uuugaugcca uccgcugceca ccuccuuuug

cuccuggacc cuuuagccuc ucugcccuucC cacucucuga ccaccacccc ¢

<210> 61
<211> 134
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 61

ccggecccugg cuaagaaguu gcuuccuguu gccagcauga ccuacccucg ccucuuugau

gccauccgcu gecaccucCu uuugcuccug gacccuuuag ccucucugcec cuuccacucu

cugaccacag

<210> 62

ccce

101

60

120

180

197

60

120

180

236

60

120

180

240

273

60

120

171

60

120
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<211> 140
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 62
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ccccggceccu ggcuaagaag uugcuuccug uugccagcau gaccuacccu

augccauccg cugccaccuc cuuuugcucc uggacccuuu agccucucug

cucugaccac Cgcccccgec

<210> 63

<211> 188

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 63

ccggcuggca cccuccaugu acccagggga gauuccagcc agacacccgce

uggcuaagaa guugCuuccu guugccagca ugaccuaccc ucgccucuuu

gcugccaccu ccuuuugcuc cuggacccuu uagccucucu gcccuuccac

ccgeccece

<210> 64

<211>190

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 64

cgccucuuug

cccuuccacu

ccceeggecce

gaugccaucc

ucucugacca

gccggceugge acccuccaug uacccagggg agauuccagc cagacacccg ccccccggcece

cuggcuaaga aguugcuucc uguugccagc augaccuace cuagcecucuu

cgcugccace uccuuuuugc uccuggaccc uuuagccucu cugcccuuce

caccgececcecce

<210> 65

<211> 154

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 65

uccagccaga cacCcCcgcccc ccggcccugg cuaagaaguu gcuuccuguu

ugaugccauc

acucucugac

gccagcauga

ccuacccucg ccucuuugau gccauccgcu gccaccuccu uuugcuccug gacccuuuag

ccucucugcc cuuccacucu cugaccacca cccc

<210> 66

<211> 146

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 66

gccagacacc Cgccccccgg cccuggcuaa gaaguugcuu ccuguugceca

cccucgccuc uuugaugcca uccgcugceca ccuccuuuug cuccuggace

ucugcccuuc cacucucuga cccccce

<210> 67

102

gcaugaccua

cuuuagccuc

60

120

140

L1V

120

180

188

60

120

180

190

60

120

154

60

120

146
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<211> 150
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 67
uccagccaga cacCccgcccc ccggeccugg cuaagaaguu gcuuccuguu
ccuacccucg ccucuuugau gcecauccgcu gecaccuccu uuugcuccug

ccucucugcc cuuccacucu cugacccccce

<210> 68

<211> 233

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 68

cggcucccua ggcgucccau cucgcuuccu gggucugcag guccagecgg
ccauguaccc aggggagauu ccagecagac acccgceccct ¢ggeccugge
cuuccuguug ccagcaugac Cuacccucgc cucuuugaug ccauccgcug
uugcuccugg acccuuuagce CucuCugccc UucCacucuc ugaccacugce

<210> 69

<211>197

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 69

ugcaggucca gccggcugge acccuccaug uacccagggg agauuccage
cccceccggec cuggcuaaga aguugcuccu guugccagca ugaccuaccece
gaugccaucc gcugccaccu ccuuuugcuc cuggacccuu uagccucucu
ucucugacca cuacccc

<210>70

<211> 155

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 70

uuccagccag acaccCcgccc CCccggcccug gcuaagaagu ugcuuccugu
accuacccuc gccucuuuga ugccauccgc ugccaccucc uuuugcuccu
gccucucugc ccuuccacuc ucugaccacu gccce

<210> 71

<211> 134

<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 71

cccgecccee ggeccuggcu aagaaguugc uuccuguugc cagcaugacce
ucuuugaugc cauccgcuge caccuccuuu ugcuccugga cccuuuagec
uccacucucu gacc

<210> 72

103

gccagcauga

gacccuuuag

cuggcacccu

uaagaaguug

ccaccuccuu

cce

cagacaccca

ucgccucuuu

gcccuuccac

ugccagcaug

ggacccuuua

uacccucgcc

ucucugcccu

60

120

150

60

120

180

233

60

120

180

197

60

120

155

60

120

134
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<211> 147
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 72

cagccagaca CCCgCCCCCC ggcccuggcu aagaaguugc uuccuguugc
uacccucgcc ucuuugaugc cauccgcugc caccuccuuu ugcuccugga
ucucugcccu uccacucucu gaacacc

<210>73

<211>192

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 73

gagccuacuc ugaugaccgu ggccuuggcu ccuccaggaa ggcucaggag
cugccauuau agcugcuccc cgcecagaagc cugugccaac ucucugcauu

cuguggcugu cacccuuggu caccuccgug cugucacugc caucuccccc

gaacccaucc ua

<210>74

<211> 191

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 74

gagccuacuc ugaugaccgu ggccuuggcu ccuccaggaa ggcucaggcg
cugccauuau agcugcuccc cgccagaagc cugugccaac ucucugcauu
caucccugug gcugucaccc uuggucaccu ccgugcuguc acugccaucu
cccucuaacc C

<210>75

<211> 162

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 75

gccuacucug augaccgugg ccuuggcucc uccaggaagg cucaggagcc
gccauuauag Cugcuccccg ccagaagccu gugccaacuc ucugcauucc
ucccuguggc ugucacccuu gguccacugc caucuccccc cc
<210>76

<211>183

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 76

gagccuacucC ugaugaccgu ggccuuggcCu ccuccaggaa ggcucaggag
cugccauuau agcugcuccc cgccagaagc cugugccaac ucucugcauu

caucccugug gcugucaccc uuggucaccu ccgugcuguu acugccaucu

ccc

104

cagcaugacc

cccuuuagcc

cccuaccucc

cccugaucuc

cugaccccuc

cccuaccucc

cccugaucuc

ccceccugac

cuaccucccu

cugaucucca

cccuaccucc

cccugaucuc

cccececcugac

60

120

147

60

120

180

192

60

120

180

191

60

120

162

60

120

180

183
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<210> 77
<211> 240
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 77
gaagagccua
ucccugccau
cuccaucccu
gaccccucua
<210>78

<211> 166
<212> ARN

cucugaugac

uauagcugcu

guggcuguca

acccauccuc

<213> Homo sapiens

<400> 78

ES 2753201 T3

cguggccuug gcuccuccag gaaggcucag gagcccuace

ccccgecaga agoccuguged aacucucugc auucccugau

uccuugguca ccuccgugcu gucacugcca ucuccccccu

ugccucccuc ccugcaguca gaggguccug uucccaacca

uguggccuug gcuccuccag gaaggcuaag gagcccuacc ucccugccau uauagcugcu

cccegecaga ageccugugec aacucucugc auucccugau cuccaucccu guggcuguca

cccuugguca ccuccgugcu gucacugcca Uucuccccccu gacccec

<210> 79
<211> 155
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 79
gccuuggcuc
gccagaagce
uggucaccuc
<210> 80

<211> 310
<212> ARN

cuccaggaag

ugugccaacu

cgugcuguca

<213> Homo sapiens

<400> 80

agagccuacu
ccugccauua
ccaucccugu
ccccucuaac
auuccccugce

agccugacau

<210> 81
<211> 204
<212> ARN

cugaugaccg

uagcugcucce

ggcugucacc

ccauccucug

uuaaacccuu

<213> Homo sapiens

<400> 81

gcucaggagc

cucugcauuc

cugccaucuc

uggccuuggce

ccgccagaag

cuuggucacc

ccucccuccce

ccaugacucc

ccuaccuccc ugccauuaua gcugcucccc

ccugaucucc aucccugugg cugucacccu

cccce

uccuccagga

ccugugccaa

uccgugcugu

ugcagucaga

ccacugcccu

aggcucagga
cucucugcau
cacugccauc
ggguccuguu

aagcugaggu

105

gcccuaccuc

ucccugaucu

uccccceccuga

cccaucagcg

cagucuccca

60

120

180

240

60

120

166

60

120

155

60

120

180

240

300

310
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uauagcugcu
guggcuguca
acccauccuc
gcuuaaaccce
<210> 82

<211> 169
<212> ARN

ccccgecaga

cccuugguca

ugccucccuc

uuccaugaca

<213> Homo sapiens

<400> 82

ES 2753201 T3

agccugugcc aacucucugc auucccugau cuccaucccu

ccuccgugcu gucacugcca ucCuccccccu gaccccucua

ccugcaguca gaggguccug uucccaucag cgauuccccu

gcee

ucugcauucc cugaucucca ucccuguggc ugucacccuu ggucaccucc gugcugucac

ugccaucucc CCCCugaccc cucuaaccca UCCuCugccu CCCucCccugc agucagaggg

uccuguuccc aucagcgauu ccccugcuua ageccuucca ugacuccec

<210> 83
<211> 217
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 83
cucccugcca
ucuccaucce
ugaccccucu
gcgauuccec
<210> 84

<211> 272
<212> ARN

uuauagcugc

uguggcuguc

aacccauccu

ugcuuaaacc

<213> Homo sapiens

<400> 84
gccuacucug

gccauuauag
ucccuguggc
cucuaaccca

ccccugcuua

<210> 85
<211> 131
<212> ARN

augaccgugg

cugcuccceg

ugucacccuu

uccucugccu

aacccuucca

<213> Homo sapiens

<400> 85

ucccecgecag

acccuugguc

cugccucccu

cuuccaugac

ccuugggucce

ccagaagucu

ggucaccucc

cccucccugce

ugacuccccu

aagccugugc caacucucug cauucccuga

accuccguge ugucacugcc aucucccccc

cccugcaguc agaggguccu guucccauca

uccccaa

uccaggaagg

gugccaacuc

gugcugucac

agucagaggyg

cu

cucaggagcc

ucugcauucc

ugccaucucc

uccuguucce

cuaccucccu

cugaucucca

ccccugaccce

aucagcgauu

cuaccucccu gccauuauag cugcuccccg ccagaagccu gugccaacuc ucugcauucc

cugaucucca ucccuguggc ugucacccuu ggucaccucC gugcugucac ugccaucucc

ccccugaccce

<210> 86
<211> 136
<212> ARN

Cc

106

60

120

180

204

60

120

169

60

120

180

217

60

120

180

240

272

60

120

131



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2753201 T3

<213> Homo sapiens

<400> 86

cugguacugc augcacgcaa ugcuagcugc CCccuuucccg uccuggguac
ccccgaccuc gggucccagg uaugcuccca ccuccaccug ccccacucac

aguuccagac accucc

<210> 87

<211> 203

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 87

ccggcccuuc ccccguuuug aacaugugua accgacaguc ugccugggcce
cacccuggua cugcaugcac gcaaugcuag cugccccuuu cccguccugg

ucucccccga Ccccgggucc cagguaugcu cccaccucca ccugccccac

ugcuaguucc agacaccccc geg

<210> 88

<211>197

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 88

Cccuucccccg uuuugaacau guguaaccga cagucugccu gggccacagce
ugguacugca ugcacgcaau gcuagcugcc ccuuucccge ccugggcace

cccgaccccg ggucccaggu augcucccac cuccaccugc cccacucace

guuccagaca ccuccac

<210> 89

<211> 273

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 89

ucugccuggyg
uucccguccu
caccugcccce
cccaucgccc
gugagggugg
<210> 90

<211> 199
<212> ARN

ccacagcccu

gggcaccccg

acucaccacc

acaaaagggg

gcgacccagg

<213> Homo sapiens

<400> 90

cucacccugg

agucuccccce

ucugcuaguu

gggcacgagg

auucccceccac

uacugcaugc

gaccccgggu

ccagacaccu

gacgagcuua

ccc

acgcaaugcu
cccagguaug
ccacgcccac

gcugagcugg

107

cccgagucuc

caccucugcu

acagcccucu

gcaccccgag

ucaccaccuc

ccucucaccc

ccgagucuce

accucugcua

agcugccccu

cucccaccuc

cugguccucu

gaggagcagg

60

120

136

60

120

180

203

60

120

180

197

60

120

180

240

273



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2753201 T3

ugacaccuca gcugacagcg ugggcaacgc cugccgccug cucugaggcc cgauccagug
ggcaggccaa ggccugcugg gecccccgegg acccagguge ucugggucac ggucccuguc
cccgcaccce cgcuucuguc ugccccauug uggcuccuca ggcucucucc ccugcucucce
caccucuacc uccacccca

<210> 91

<211>193

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 91

cucagcugac agcgugggca acgccugccg ccugcucuga ggcccgaucc agugggcagg
ccaaggccug cugggccccc gcggacccag gugcucuggg ucacgguccc uguccccgca
cccccgcuuc ugucugcccc auuguggcuc cucaggcucu Cuccccugcu cucccaccuc

uaccuccacu ccc

<210> 92

<211> 158

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 92

ucugaggccc gauccagugg gcaggccaag gccugcuggg cccccgcgga cccaggugcu
cugggucacg gucccugucc ccgcaccccc gcuucugucu gccccauugu ggcuccucag
gcucucuccc CugCcucuccc accucuaccu ccacccce

<210> 93

<211> 153

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 93
ggcccgaucc agugggcagg ccaaggccug cugggccccc gcggacccag gugcucuggg

ucacgguccc uguccccgca CCCCCgcuuc uguCugcccC auuguggcuc cucaggcucu

cuccccugcu cucccaccuc uaccuccacce ccc

<210> 94

<211>128

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 94

gccugcuggg Ccccccgcgga cccaggugcu cugggucacg gucccugucc ccgcaccccce
gcuucugucu gccccauugu ggcuccucag gcucucuccc Cugcucuccc accucuaccu
ccgeeeee

<210> 95

<211> 116

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 95

108

60

120

180

199

60

120

180

193

60

120

158

60

120

153

60

120

128
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cgecggaccca ggugeucugg gucacggucc cuguccccge acccccgcuu
cauuguggcu Cccuuaggcuc ucuccccugc ucucccaccu uuaccuccac

<210> 96

<211>190

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 96

cugacagcgu gggcaacgcc ugccgecuge ucugaggcecce gauccagugg
gccugeuggg cccccgegga cccaggugeu cugggucacg gucccuguce
gcuucugucu gccccauugu ggcuccucag gcucucCuccc Ccugcucuccc
ccacccccac

<210> 97

<211> 191

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 97

cugacagcgu gggcaacgcc ugccgccugc ucugaggccc gauccagugg
gccugcuggg Ccccccgcgga cccaggugcu cugggucacg gucccugucc
gcuucugucu gccccauugu ggcuccucag gcucucuccc cugcucuccc
ccaccceccececaa ¢©

<210> 98

<211> 191

<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 98
cugacagcgu gggcaacgcc ugccgccugc ucugaggccc gauccagugg

gccugcuggg cccccgegga cccaggugcu cugggucacg gucccugucce
gcuucugucu gccccauugu ggcuccucag gcucuCuccc Cugcucuccc
ccacccecceccaa ¢©

<210> 99

<211> 184

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 99

cgugggcaac gccugccgcc ugcucugagg cccgauccag ugggcaggcc
gggccccacge ggacccaggu gcucuggguc acggucccug uccccgcace
ucugccccau uguggcuccu caggcucucu ccccugcucu cccaccucua
cacc

<210> 100

<211> 238

<212> ARN
<213> Homo sapiens

109

cugucugcce

cccuac

gcaggecaag

ccgcaceece

accucuaccu

gcaggccaag

ccgecaccccecce

accucuaccu

gcaggccaag

ccgecacccece

accucuaccu

aaggccugcu

cccgcuucug

ccuccaccca

60

116

60

120

180

190

60

120

180

191

60

120

180

191

60

120

180

184



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<400> 100
uccugaggga
gcaacgccug
cccgeggace
cccauugugg
<210> 101

<211> 234
<212> ARN

cugggacucc

ccgecugcuc

caggugcucu

cuccucagge

<213> Homo sapiens

<400> 101
cugagggacu
aacgccugece
cgcggaccca
cauuguggcu
<210> 102

<211> 258
<212> ARN

gggacuccce

gccugcucug

ggugcucugg

ccucaggeuc

<213> Homo sapiens

<400> 102

ugcggagcca
uugacaccuc
gggcaggcca
cccecgecacce

ccaccucuac

<210> 103
<211> 249
<212> ARN

gcuggaggcc

agcugacagc

aggccugcug

ccgcuucugu

cuccaccc

<213> Homo sapiens

<400> 103

cuggaggcca
gcugacagceg
ggccugeugg
cgcuucuguc

uccececac

<210> 104
<211> 226
<212> ARN

uuuuccugag

ugggcaacgce

gccceegegg

ugccccauug

<213> Homo sapiens

<400> 104

ccuuacagcc

ugaggcccga

gggucacggu

ucucuccccu

uuacagccau

aggcccgauc

gucacggucce

ucuccccugc

auuuuccuga

gugggcaacg

ggccccegeg

cugccccauu

ggacugggac

cugccgecug

acccaggugc

uggcuccuca

ES 2753201 T3

augaccuuga

uccagugggc

cccuguccece

gcucucccecac

gaccuugaca

cagugggcag

cugucccegce

ucucccaccu

gggacuggga

ccugecgecu

gacccaggug

guggcuccuc

uccccuuaca

cucugaggcc

ucugggucac

ggcucucucc

caccucagcu

aggccaaggc

gcaccceege

cucuaccucc

ccucagcuga

gccaaggecu

acccccgcuu

cuaccuccac

cuccccuuac

gcucugaggc

cucuggguca

aggcucucuc

gccaugaccu

cgauccagug

ggucccuguc

ccugcucucc

110

gacagcgugg

cugcugggcc

uucugucugc

acgcccac

cagcgugggc

gcugggecce

cugucugccc

accu

agccaugacc

ccgauccagu

cggucccugu

cccugcucuc

ugacaccuca

ggcaggccaa

cccgecacccee

caccucuacc

60

120

180

238

60

120

180

234

60

120

180

240

258

60

120

180

240

249
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cugggacucc ccuuacagcc augaccuuga caccucagcu gacagcgugg gcaacgcecug
ccgecugcuc ugaggcccaa uccagugggc aggccaaggc cugcugggcc cccgcggace
caggugcucu gggucacggu CCCugucccC gcacCCccge uucugucugc cccauuguge

cuccuuaggc ucucuccccu gcucucccac cucuaccucc accccc

<210> 105

<211>133

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 105

gcagcaaugc agcucaaaac gcuuagccua gccacacccc cacgguaaac agcagugauu
aacuuuuagc aauaaacgaa aguuuaacua agcuauacua accccagggu uggucaauuu
cgugccagec ace

<210> 106

<211> 233

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 106

cuuucuauua gcucuuagua agauuacaca ugcaagcauc cccguuccag ugaguucacc
cucuaaauca ccacgauaaa aagggacaag caucaagcac gcagcaaugc agcucaaaac

gcuuagccua gccacacccc cacgggaaac agcagugauu aaccuuuagc aauaaacgaa

aguuuaacua agcuauacua accccagggu uggucaauuu cgugccagcu ace

<210> 107
<211>190

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 107

guuccaguga guucacccuc uaaaucacca cgaucaaaag ggacaagcau caagcacgca
gcaaugcage ucaaaacgcu uagccuagcec acacccccac gggaaacage agugauuaac
cuuuagcaau aaacgaaagu uuaacuaagc uauacuaacc ccaggguugg ucaauuucgu
gccagccace

<210> 108

<211> 154

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 108

aaagggacaa gcaucaagca cgcagcaaug cagcucaaaa cgcuuagccu agccacaccce
ccacgggaaa cagcagugau uaaccuuuag Caauaaacga aaguuuaacu aagcuauacu
aaccccaggg uuggucaauu ucgugcecage cace

<210> 109

<211> 158
<212> ARN

111

60

120

180

226

60

120

133

60

120

180

233

60

120

180

190

60

120

154
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<213> Homo sapiens

<400> 109

ucaaaaggga Caagcaucaa gcacgcaaca augcagcuca aaaacgcuua
acccccacgg gaaacagcag ugauuaaccu uuagcaauaa acgaaaguuu
cacuaacccc aggguugguc aauuucgugc cagccace

<210> 110

<211> 210

<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 110

uacacaugca agcauccccg uuccagugag uucacccucu aaaucaccac
gacaagcauc aagcacgcag caaugcagcu caaaaacgcu uagccuagcec
gggaaacagc agugauuaac cuuuagcaau aaacgaaagu uuaacuaagc
ccaggguugg ucaauuucgu gccagecace

<210> 111

<211> 143

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 111

caucaagcac gcagcaaugc agcucaaaac gcuuagccua gccacacccce
agcagugauu aaccuuuagc aauaaacgaa aguuuaacua agcuauacua
uggucaauuu cgugccaacc acc

<210> 112

<211> 154

<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 112

aaagggacaa gcaucaagca cgcagcaaug cagcucaaaa cgcuuagccu
ccacgggaaa cagcagugau uaaccuuuag caauaaacga aaguuuaacu
aaccccaggg uuggucaauu ucgugccaac cace

<210> 113

<211> 140

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 113

caagcacgcCa acaaugcagcC ucCaaaacgcCu uagccuagcc acacccccac
agugauuaac cuuuagcaau aaacgaaagu uuaacuaagc uauacuaacc
ucaauuucgu gccaaccacc

<210> 114

<211> 144
<212> ARN

112

gccuagccac

aacuaagcua

gaucaaaagg

acacccccac

uauacuaacc

cacgggaaac

accccagggu

agccacaccc

aagcuauacu

gggaaacagc

ccaggguugy

60

120

158

60

120

180

210

60

120

143

60

120

154

60

120

140
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<213> Homo sapiens

<400> 114

ES 2753201 T3

caucaagcac gcagcaaugc agcucaaaac gcuuagccua gccacacccc caugggaaac

agcagugauu aaccuuuagc aauaaacgaa aguuuaacua agcuauacua accccagggu

uggucaauuu cgugccagcu cace

<210> 115

<211> 142

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 115
caagcacgca gcaaugcagc
agugauuaac cuuuagcaau
ucaauuucgu gccagccaca
<210> 116
<211> 140

<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 116
caagcacgca gcaaugcagce

agugauuaac cuuuagcaau
ucaauuucgu gccagccace
<210> 117
<211> 162

<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 117

ucaaaacgcu uagccuagcc acacccccac gggaaacage

aaacgaaagu uuaacuaagc uauacuaacc ccaggguugg

cc

ucaaaacgcu uagccuagcc acacccccac gggaaacage

aaacgaaagu uuaacuaagc uauacuaacc ccaggguugg

cacgaucaaa agggacaagc aucaagcacg cagcaaugca gcucaaaacg cuuagccuag

ccacaccccc acgggaaaca gcagugauua accuuuagca auaaacgaaa guuuaacuaa

gcuauacuaa ccccaggguu ggucaauuuc gugccageca cc

<210> 118
<211>170

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 118

uaaaucacca cgaucaaaag ggacaagcau caagcacgca gcaaugcagc ucaaaacgcu

uagccuagcc acacccccac gggaaacagc agugauuaac cuuuagcaau aaacgaaagu

uuaacuaagc uauacuaacc ccaggguugg ucaauuucgu gecagecace

<210> 119

<211> 236

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 119

113

60
120

144

60
120

142

60
120

140

60
120

162

60

120

170
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agccuuucua

acccucuaaa

aacgcuuagc

gaaaguuuaa

uuagcucuua

ucaccacgau

cuagccacac

cuaagcuaua

<210> 120
<211> 151
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 120
gggacaagca ucaagcacgc
cgggaaacag cagugauuaa
cccaggguug gucaauuucyg
<210> 121
<211> 151
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 121
gggacaagca ucaagcacgc

cgggaaacag cagugauuaa

cccaggguug gucaauuucqg

<210> 122
<211> 253
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 122

uucugcccca
gagaccuuuc
cuguggcugc
ucuuccaagu

cuucugugcce

<210> 123
<211> 253
<212> ARN

gcuuugcagg

uccggaccug

cucagcucau

uuugugcucce

acu

<213> Homo sapiens

<400> 123

uucugcccca
gagaccuuuc
cuguggcugce
ucuuccaagu

cuucugugcce

<210> 124

gcuuugcagg

uccggaccug

cucagcucau

uuugugcuce

acu

guaagauuac

caaaagggac

ccccacggga

cuaaccccag

agcaaugcag

cCuuuagcaa

ugccagccac

agcaaugcag

ccuuuagcaa

ugccagecac

augaaacacu

guugcuacug

gccuuuggcc

ccuuuaccua

augaaacacu

guugcuacug

gccuuuggcec

ccuuuaccua

ES 2753201 T3

acaugcaagc auccccguuc
aagcaucaag cacgcagcaa
aacagcagug auuaaccuuu

gguuggucaa uuucgugcca

cagugaguuc

ugcagcucaa

agcaauaaac

gccace

cucaaaacgcC uuagccuagcC cacaccccca

uaaacgaaag uuuaacuaag Cuauacuaac

Cc

CcucCaaaacgcC uuagccuagcC cacaccccca

uaaacgaaag uuuaacuaag cCcuauacuaac

c

uccccgcuug

guucagcaac

ugaaguccca

acgcuuccug

uccccgcuug

guucagcaac

ugaaguccca

acgcuuccug

gcucucauuc
ucugcagaaa
gcauugaugg

ccucccaugc

gcucucauuc
ucugcagaaa
gcauugaugg

ccucccaugc

114

uuccacaaga

auguccuccc

cagccccuca

aucuguacuc

uuccacaaga

auguccuccc

cagccccuca

aucuguacuc

60

120

180

236

60

120

151

60

120

151

60

120

180

240

253

60

120

180

240

253
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<211> 250
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 124

ccccagcuuu
cuuucuccgg
gcugccucag
caaguuuugu
gugccacaaa

<210> 125
<211> 250
<212> ARN

gcaggaugaa

accugguugc

cucaugccuu

gcuccccuuu

<213> Homo sapiens

<400> 125

cccecagcuuu
cuuucuccgg
gcugccucag
caaguuuugu
gugccacaaa

<210> 126
<211> 233
<212> ARN

gcaggaugaa

accugguugc

cucaugccuu

gcuccccuuu

<213> Homo sapiens

<400> 126

cuuugcagga
ccggaccugg
ucagcucaug

uugugcucce

<210> 127
<211> 228
<212> ARN

ugaaacacuu

uugcuacugg

ccuuuggccu

cuuuaccuaa

<213> Homo sapiens

<400> 127
ugcaggauga
gaccugguug
gcucaugccu
ugcuccccuu
<210> 128

<211> 280
<212> ARN

aacacuuccc

cuacugguuc

uuggccugaa

uaccuaacgc

<213> Homo sapiens

<400> 128

acacuucccc

uacugguuca

uggccugaag

accuaacgcu

acacuucccc

uacugguuca

uggccugaag

accuaacgcu

cceegeuugg

uucagcaacu

gaagucccag

cgcuuccugce

cgcuuggcuc

agcaacucug

gucccagcau

uuccugccuc

ES 2753201 T3

gcuuggcucu

gcaacucugc

ucccagcauu

uccugccucc

gcuuggcucu

gcaacucugc

ucccagcauu

uccugccucc

cucucauucu

cugcagaaaa

cauugauggc

cucccaugca

ucauucuucc

cagaaaaugu

ugauggcagce

ccaugcaucu

cauucuucca

agaaaauguc

gauggcagcc

caugcaucug

cauucuucca

agaaaauguc

gauggcagcc

caugcaucug

uccacaagag

uguccucccce

agccccucau

ucuguacucc

acaggagaga

ccuccceccugu

cccucaucuu

guacucca

115

caagagagac

cuccccugug

ccucaucuuc

uacuccuccu

caagagagac

cuccccugug

ccucaucuuc

uacuccuccu

agaccuuucu

uguggcugec

cuuccaaguu

ucc

ccuuucuccg

ggcugccuca

ccaaguuuug

60

120

180

240

250

60

120

180

240

250

60

120

180

233

60

120

180

228
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gugaagauga
ccccegeuugg
uucagcagcu
gaagucccag
ugcuuccugc

<210> 129
<211> 207
<212> ARN

ccacauucaa

cucuccuucu

cugcagaaaa

cauuaauggc

cucccaugca

<213> Homo sapiens

<400> 129
uccacaagag

uguccucccu
agccccucau
ucuguacucc
<210> 130

<211> 207
<212> ARN

agaccuuucu

uguggcugec

cuuccaaguu

ugcugugcca

<213> Homo sapiens

<400> 130
uccacaagag
uguccucccu
agccccucau
ucuguacucc
<210> 131

<211> 163
<212> ARN

agaccuuucu

uguggcugec

cuuccaaguu

ugcugugcca

<213> Homo sapiens

<400> 131

ggaagaaccu

uccacaagag

uguccucccu

agccccucau

ucuguacucc

ccggaccugg

ucagcucgua

uugugcuccc

caaacac

ES 2753201 T3

ucugcceccag

agaccuuucu

uguggcugcec

cuuccaaguu

ugcugugcca

cugcuacugg

ccuuuggccu

cuuuaccuaa

cuuugcagga ugaaacacuu

ccggaccugg uugcuacugg

ucagcucgua ccuuuggccu

uugugcuccc cuuuaccuaa

uucagcagcu cugcagaaaa

gaagucccag cauuaauggce

ugcuuccugc cucccaugca

ccggaccugg cugcuacugg uucagcagcu cugcagaaaa

ucagcucgua ccuuuggccu gaagucccag cauuaaugge

uugugcuccc cuuuaccuaa ugcuuccugc cucccaugca

caaacac

gcuacugguu cagcagcucu gcagaaaaug uccucccuug uggcugccuc agcucguacc

uuuggccuga agucccagca uuaauggcag Ccccucaucu uccaaguuuu gugcuccccu

uuaccuaaug Cuuccugccu cccaugcauc uguacuccug cgu

<210> 132
<211> 249
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 132

116

60

120

180

240

280

60

120

180

207

60

120

180

207

60

120
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agaaccuucu
acaagagaga
ccucccuugu
cccucaucuu

guacuccug

<210> 133
<211> 249
<212> ARN

gccccagcuu

ccuuucuccyg

ggcugccuca

ccaaguuuug

<213> Homo sapiens

<400> 133

agaaccuucu
acaagagaga
ccucccuugu
cccucaucuu

guacuccug

<210> 134
<211> 264
<212> ARN

gccccagcuu

ccuuucuccg

ggcugccuca

ccaaguuuug

<213> Homo sapiens

<400> 134

ugaagaugac
ccecgcuugge
cucugcagaa
agcauuaaug

gccucccaug

<210> 135
<211> 270
<212> ARN

cacauucaag

ucucauucuu

aauguccucc

gcagccccuc

caucuguacu

<213> Homo sapiens

<400> 135

ugaagaugac
ccecgcuugge
ucagcagcuc
aagucccagce

gcuuccugce

<210> 136
<211> 245
<212> ARN

cacauucaag

ucucauucuu

ugcagaaaau

auuaauggca

ucccaugcau

<213> Homo sapiens

<400> 136

ugcaggauga

gaccugguug

gcucguaccu

ugcuccccuu

ugcaggauga

gaccugguug

gcucguaccu

ugcuccccuu

gaagaaccuu

ccacaagaga

cuuguggcug

aucuuccaag

ccug

gaagaaccuu

ccacaagaga

guccucccuu

gccccucauc

cuguacuccc

ES 2753201 T3

aacacuuccc

cuacugguuc

uuggccugaa

uaccuaaugc

aacacuuccc

cuacugguuc

uuggccugaa

uaccuaaugc

cugccccage

gaccuuucuc

ccucagcucg

uuuugugcuc

cugccccage

gaccuuucuc

guggcugccu

uuccaaguuu

cgcuuggcuc
agcagcucug
gucccagcau

uuccugccuc

cgcuuggcuc
agcagcucug
gucccagcau

uuccugccuc

uuugcaggau
cggaccuggu
uaccuuuggc

cccuuuaccu

uuugcaggau
cggaccuggu
cagcucguac

ugugcuccecce

117

ucauucuucc

cagaaaaugu

uaauggcagc

ccaugcaucu

ucauucuucc

cagaaaaugu

uaauggcagc

ccaugcaucu

gaaacacuuc

uguucagcag

cugaagucce

aaugcuuccu

gaaacacuuc

ugcuacuggu

cuuuggccug

uuuaccuaau

60

120

180

240

249

60

120

180

240

249

60

120

180

240

264

60

120

180

240

270
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ccacauucaa
cucucauucu
cugcagaaaa
cauuaauggc
ccecee

<210> 137
<211> 257
<212> ARN

ggaagaaccu

uccacaagag

uguccucccu

agccccucau

<213> Homo sapiens

<400> 137
gugaagauga

ccccgceuugg
uucagcagcu
gaagucccag
ugcuuccugce

<210> 138
<211> 209
<212> ARN

ccacauucaa

cucucauucu

cugcagaaaa

cauuaauggc

cccccau

<213> Homo sapiens

<400> 138

agaaccuucu gccccagcuu
acaagagaga ccuuucuccg
ccucccuugu ggcugccuca

cccucaucuu ccaaguuuug

<210> 139
<211> 276
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 139
cugaagugaa gaugaccaca
cacuuccccg

cuuggcucuc

acugguucag cagcucugca

ggccugaagu cccagcauua

CcCuaaugcCuu ccugccuccc

<210> 140
<211> 276
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 140

ucugccccag

agaccuuucu

uguggcugcce

cuuccaaguu

ggaagaaccu

uccacaagag

uguccucccu

agccccucau

ES 2753201 T3

cuuugcagga

cecggaccugg

ucagcucgua

uugugcuccc

ucugcceccag

agaccuuucu

uguggcugec

cuuccaaguu

ugaaacacuu

uugcuacugg

ccuuuggecu

cuuuaccuaa

cuuugcagga

ccggaccugg

ucagcucgua

uugugcucce

cccegeuugg

uucagcagcu

gaagucccag

ugcuuccugce

ugaaacacuu

uugcuacugg

ccuuuggecu

cuuuaccuaa

ugcaggauga aacacuuccC Cgcuuggcuc ucauucuucc

gaccugguug cuacugguuc agcagcucug cagaaaaugu

gcucguaccu uuggccugaa gucccagcau uaauggcage

ugcuccccce

uucaaggaag

auucuuccac

gaaaaugucc

auggcagccc

augcaucugu

aaccuucugc cccagcuuug

aagagagacc

uuucuccgga

ucccuugugg cugccucage

cucaucuucc aaguuuugug

acuccu

118

caggaugaaa

ccugguugcu

ucguaccuuu

cuccccuuua

60

120

180

240

245

60

120

180

240

257

60

120

180

209

60

120

180

240
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cugaagugaa
cacuuccccg
acugguucag
ggccugaagu
ccuaaugcuu

<210> 141
<211> 270
<212> ARN

gaugaccaca

cuuggcucuc

cagcucugca

cccagcauua

ccugceccucce

<213> Homo sapiens

<400> 141

aagaugacca
cgcuuggcuc
agcagcucug
gucccagcau

uuccugccuc

<210> 142
<211> 211
<212> ARN

cauucaagga

ucauucuucc

cagaaaaugu

uaauggcagc

ccaugcaucu

<213> Homo sapiens

<400> 142
cccecgeuugg
uucagcagcu
gaagucccag
ugcuuccuge
<210> 143

<211> 211
<212> ARN

cucucauucu

cugcagaaaa

cauuaauggc

cucccaugca

<213> Homo sapiens

<400> 143

ccccgcuugg cucucauucu
uucagcagcu cugcagaaaa
gaagucccag cauuaauggc

ugcuuccuge cucccaugea

<210> 144
<211> 286
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>

uucaaggaag

auucuuccac

gaaaaugucc

auggcagccc

augcaucugu

agaaccuucu

acaagagaga

ccucccuugu

cccucaucuu

guacuccugc

uccacaagag

uguccucccu

agccccucau

ucuguacucc

uccacaagag

uguccucccu

agccccucau

ucuguacucc

ES 2753201 T3

aaccuucugc

aagagagacc

ucccuugugyg

cucaucuucc

acuccu

gccccagcuu

ccuuucuccyg

ggcugccuca

ccaaguuuug

cccagcuuug

uuucuccgga

cugccucagce

aaguuuugug

ugcaggauga

gaccugguug

gcucguaccu

ugcuccccuu

caggaugaaa

ccugguugcu

ucguaccuuu

cuccccuuua

aacacuuccc

cuacugguuc

uuggccugaa

uaccuaaugc

agaccuuucu ccggaccugg uugcouacugg

uguggcugcc ucagcucgua ccuuuggccu

cuuccaaguu uugugcuccc cuuuaccuaa

u

agaccuuucu ccggaccugg uugcuacugg

uguggcugee ucagcucgua ccuuuggecu

cuuccaaguu uugugcuccc cuuuaccuaa

u

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 144

119

60
120
180
240

276

60
120
180
240

270

60

120

180

211

60

120

180

211
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ugcccguccu
gacuucccac
gcugauccau
cuacugcccg

uggcacagce

<210> 145
<211> 292
<212> ARN

caccaagacu

ugcucugccu

ugccggugug

ggcccaugag

ccgecuugec

<213> Secuencia artificial

<220>

gacugccugce

gccucucccee

accugcccgu

acugacuucc

gcugcugauc

ES 2753201 T3

ugcuuugcua

acugcacugg

ccucaccaag

cacugcucug

cauugccggu

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 145

ugcccguccu
gacuucccac
gcugauccau
aguugcuucc
uccuuuugcu

<210> 146
<211> 298
<212> ARN

caccaagacu

ugcucugccu

ugccggugug

uguugccagc

ccuggacccu

<213> Secuencia artificial

<220>

gacugccugc

gccucucccc

accuuccagc

augaccuacc

uuagccucuc

ugcuuugcua

acugcacugg

cagacacccg

cucgccucuu

ugcccuucca

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 146

ugcccguccu
gacuucccac
gcugauccau
cccugecauu

uccaucccug

<210> 147
<211> 279
<212> ARN

caccaagacu

ugcucugccu

ugccggugug

auagcugcuc

uggcugucac

<213> Secuencia artificial

<220>

gacugccugc

gccucucccce

accgccuugg

cccgecagaa

ccuuggucac

ugcuuugcua

acugcacugg

cuccuccagg

gccugugceca

cuccgugcug

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 147

ugcccguccu
gacuucccac
gcugauccau
ccguccuggg

cugccccacu

caccaagacu

ugcucugccu

ugccggugug

uaccccgagu

caccaccucu

gacugccugc

gccucucccc

acccugguac

cucccccgac

gcuaguucca

ugcuuugcua

acugcacugg

ugcaugcacg

cucgggucce

gacaccucc

cugcceggge
cacagccecg
acugacugcc
ccugccucuc

gugacc

cugccegggce

cacagccccg
cceceeecggec
ugaugccauc

cucucugacc

cugcecegggce
cacagccccg
aaggcucagg
acucucugca

ucacugccau

cugcecggge

cacagccceg
caaugcuagc

agguaugcuc

120

ccaugagacu

ccuugccgcu

ugcugcuuug

cccacugcac

ccaugagacu

ccuugccgcu

cuggcuaaga

cgcugccace

cc

ccaugagacu

ccuugccgeu

agcccuaccu

uucccugauc

cuccccecec

ccaugagacu

ccuugccgeu

ugccccuuuc

ccaccuccac

60

120

180

240

286

60

120

180

240

292

60

120

180

240

298

60

120

180

240
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<210> 148

<211> 333
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2753201 T3

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 148
ugcccguccu

gacuucccac
gcugauccau
cccgauccag
acggucccug

ccccugcucu

<210> 149
<211> 285
<212> ARN

caccaagacu

ugcucugccu

ugccggugug

ugggcaggcc

uccccgcacce

cccaccucua

<213> Secuencia artificial

<220>

gacugccugce

gccucucccee

acccugacag

aaggccugcu

cccgcuucug

ccuccacccee

ugcuuugcua

acugcacugg

cgugggcaac

gggcccacge

ucugccccau

cac

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 149

ugcccguccu
gacuucccac
gcugauccau
guuccuuugu

ucuggauucu

<210> 150
<211> 285
<212> ARN

caccaagacu

ugcucugccu

ugccggugug

ucccuaaguc

gCcCcuaauaaa

<213> Secuencia artificial

<220>

gacugccugce

gccucucccee

accgagagcu

caacuacuaa

aaacauuuau

ugcuuugcua

acugcacugg

cgcuuucuug

acugggggau

uuucauugcu

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 150

ugcccguccu
gacuucccac
gcugauccau
gccacacccece

agcuauacua

<210> 151
<211> 376
<212> ARN

caccaagacu

ugcucugccu

ugccggugug

cacgggaaac

accccagggu

<213> Secuencia artificial

<220>

gacugccugce

gccucucccc

acccaagcac

agcagugauu

uggucaauuu

ugcuuugcua

acugcacugg

gcagcaaugc

aaccuuuagc

cgugccagece

cugcceggge
cacagccccg
gccugecgec
ggacccaggu

uguggcuccu

cugccecggge
cacagcccceg
cuguccaauu
auuaugaagg

gcguc

cugcceggge
cacagccecg
agcucaaaac
aauaaacgaa

acacc

121

ccaugagacu

ccuugccgcu

ugcucugagg

gcucuggguc

caggcucucu

ccaugagacu

ccuugccgcu

ucuauuaaag

gccuugagca

ccaugagacu

ccuugccgcu

gcuuagccua

aguuuaacua

60

120

180

240

300

333

60

120

180

240

285

60

120

180

240

285
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ES 2753201 T3

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 151
ugcccguccu

gacuucccac
gcugauccau
ucuuccacaa
aaauguccuc
ggcagccccu
gcaucuguac

<210> 152
<211> 292
<212> ARN

caccaagacu

ugcucugccu

ugccggugug

gagagaccuu

cccuguggcu

caucuuccaa

uccucce

<213> Secuencia artificial

<220>

gacugccugce

gccucucccc

acccuuugca

ucuccggace

gccucagcuc

guuuugugcu

ugcuuugcua

acugcacugg

ggaugaaaca

ugguugcuac

augccuuugg

ccccuuuacc

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 152

uuccagccag
accuacccuc
gccucucugce
gcuuugcuac

cugcacuggc

<210> 153
<211> 298
<212> ARN

acacccgccc

gccucuuuga

ccuuccacuc

ugcccgggec

acagccccge

<213> Secuencia artificial

<220>

cccggeccug

ugccauccgce

ucugaccccu

caugagacug

cuugccgcug

gcuaagaagu

ugccaccucc

gcccguccuc

acuucccacu

cugauccauu

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 153

uuccagccag
accuacccuc
gccucucugce
cuaagaaguu

gccaccuccu

<210> 154
<211> 304
<212> ARN

acacccgceccce

gccucuuuga

ccuuccacuc

gcuuccuguu

uuugcuccug

<213> Secuencia artificial

<220>

cceggeccug

ugccauccgce

ucugaccccu

gccagcauga

gacccuuuag

gcuaagaagu

ugccaccucc

uccagccaga

ccuacccucg

ccucucugcc

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 154

cugccecggge

cacagccecg

cuuccccgcu

ugguucagca

ccugaagucc

uaacgcuucc

ugcuuccugu

uuuugcuccu

accaagacug

gcucugccug

gccgguguga

ugcuuccugu

uuuugcuccu

cacccgcececcc

ccucuuugau

cuuccacucu

122

ccaugagacu

ccuugccgcu

uggcucucau

acucugcaga

cagcauugau

ugccucccau

ugccagcaug

ggacccuuua

acugccugcu

ccucucccca

cc

ugccagcaug

ggacccuuua

ccggeccugyg

gccauccgcu

cugacccc

60

120

180

240

300

360

376

60

120

180

240

292

60

120

180

240

298
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uuccagccag
accuacccuc
gccucucugc
cuaccucccu
cugaucucca
ccee

<210> 155
<211> 285
<212> ARN

acacccgceccce

gccucuuuga

ccuuccacuc

gccauuauag

ucccuguggce

<213> Secuencia artificial

<220>

cccggeccug

ugccauccgce

ucugaccccg

cugcuccceg

ugucacccuu

ES 2753201 T3

gcuaagaagu

ugccaccucc

ccuuggcucce

ccagaagccu

ggucaccucc

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 155

uuccagccag
accuacccuc
gccucucugc
ccuuuccegu

cuccaccugce

<210> 156
<211> 339
<212> ARN

acacccgccce

gccucuuuga

ccuuccacuc

ccuggguacce

cccacucace

<213> Secuencia artificial

<220>

ccecggeccug

ugccauccgce

ucugaccccc

ccgagucucce

accucugcua

gcuaagaagu

ugccaccucc

ugguacugca

cccgaccucg

guuccagaca

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 156

uuccagccag
accuacccuc
gccucucugce
cugaggcccg
ugggucacgg

cucucucccce

<210> 157
<211> 291
<212> ARN

acacccgccce

gccucuuuga

ccuuccacuc

auccaguggg

ucccuguccc

ugcucuccca

<213> Secuencia artificial

<220>

ccecggeccug

ugccauccgce

ucugaccccc

caggccaagg

cgcaccceeg

ccucuaccuc

gcuaagaagu

ugccaccucc

ugacagcgug

ccugcugggce

cuucugucug

caccccecac

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 157

ugcuuccugu
uuuugcuccu
uccaggaagg
gugccaacuc

gugcugucac

ugcuuccugu
uuuugcuccu
ugcacgcaau

ggucccaggu

ccucc

ugcuuccugu
uuuugcuccu
ggcaacgccu
cccecgeggac

ccccauugug

123

ugccagcaug

ggacccuuua

cucaggagcce

ucugcauucc

ugccaucucc

ugccagcaug

ggacccuuua

gcuagcugcc

augcucccac

ugccagcaug

ggacccuuua

gccgccugcu

ccaggugcuc

gcuccucagg

60

120

180

240

300

304

60

120

180

240

285

60

120

180

240

300

339
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uuccagccag
accuacccuc
gccucucugc
uuaaagguuc
ugagcaucug

<210> 158
<211> 291
<212> ARN

acacccgceccce

gccucuuuga

ccuuccacuc

cuuuguuccc

gauucugccu

<213> Secuencia artificial

<220>

cceggeccug

ugccauccgce

ucugaccccg

uaaguccaac

aauaaaaaac

ES 2753201 T3

gcuaagaagu

ugccaccucc

agagcucgcu

uacuaaacug

auuuauuuuc

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 158

uuccagccag
accuacccuc
gccucucugce
agccuagcca

uaacuaagcu

<210> 159
<211> 382
<212> ARN

acacccgceccce

gccucuuuga

ccuuccacuc

cacccccacg

auacuaaccc

<213> Secuencia artificial

<220>

cceggeccug

ugccauccgce

ucugaccccce

ggaaacagca

caggguuggu

gcuaagaagu

ugccaccucc

aagcacgcag

gugauuaacc

caauuucgug

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 159

uuccagccag
accuacccuc
gccucucugc
ucucauucuu
ugcagaaaau
auugauggca
ucccaugcau
<210> 160

<211> 298
<212> ARN

acacccgceccce

gccucuuuga

ccuuccacuc

ccacaagaga

guccuccccu

gccccucauc

cuguacuccu

<213> Secuencia artificial

<220>

cceggeccug

ugccauccgce

ucugaccccc

gaccuuucuc

guggcugccu

uuccaaguuu

ccC

gcuaagaagu

ugccaccucc

uuugcaggau

cggaccuggu

cagcucaugc

ugugcuccece

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 160

ugcuuccugu
uuuugcuccu
uucuugcugu

ggggauauua

auugcugcgu

ugcuuccugu
uuuugcuccu
caaugcagcu
uuuagcaaua

ccagccacac

ugcuuccugu
uuuugcuccu
gaaacacuuc
ugcuacuggu
cuuuggccug

uuuaccuaac

124

ugccagcaug

ggacccuuua

CcCaauuucua

ugaagggccu

c

ugccagcaug

ggacccuuua

caaaacgcuu

aacgaaaguu

c

ugccagcaug

ggacccuuua

cccgecuuggce

ucagcaacuc

aagucccagce

gcuuccugcce

60

120

180

240

291

60

120

180

240

291

60

120

180

240

300

360

382
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gccuuggcuc
gccagaagcec
uggucaccuc
ccugcugcuu

uccceccacugce

<210> 161
<211> 304
<212> ARN

cuccaggaag

ugugccaacu

cgugcuguca

ugcuacugcc

acuggcacag

<213> Secuencia artificial

<220>

gcucaggagc

cucugcauuc

cugccaucuc

cgggeccaug

ccececgecuug

ES 2753201 T3

ccuaccuccc

ccugaucucc

cccccugecce

agacugacuu

ccgeugcuga

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 161
gccuuggcuc
gccagaagcce
uggucaccuc
cccuggcuaa
uccgcugcca
ccee

<210> 162

<211> 310
<212> ARN

cuccaggaag

ugugccaacu

cgugcuguca

gaaguugcuu

ccuccuuuug

<213> Secuencia artificial

<220>

gcucaggagce

cucugcauuc

cugccaucuc

ccuguugcca

cuccuggacc

ccuaccuccc

ccugaucucce

cccccuucca

gcaugaccua

cuuuagccuc

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 162

gccuuggcuc
gccagaagcce
uggucaccuc
ggagcccuac
cauucccuga
aucuccccce
<210> 163

<211> 291
<212> ARN

cuccaggaag

ugugccaacu

cgugcuguca

cucccugcecceca

ucuccauccce

<213> Secuencia artificial

<220>

gcucaggagc

cucugcauuc

cugccaucuc

uuauagcugc

uguggcuguc

ccuaccuccc

ccugaucucc

cccccgceccuu

uccccgecag

acccuugguc

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 163

ugccauuaua
aucccugugg
guccucacca
cccacugcuc

uccauugccg

ugccauuaua
aucccugugg
gccagacacce
cccucgecuc

ucugcccuuc

ugccauuaua
aucccugugg
ggcuccucca
aagccugugce

accuccgugc

125

gcugcuccce

cugucacccu

agacugacug

ugccugccuc

gugugacc

gcugcuccee

cugucacccu

cgcceeccegyg

uuugaugcca

cacucucuga

gcugcuccce

cugucacccu

ggaaggcuca

caacucucug

ugucacugcc

60

120

180

240

298

60

120

180

240

300

304

60

120

180

240

300

310
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gccuuggcuc
gccagaagcec
uggucaccuc
gcugccccuu

ucccaccucc

<210> 164
<211> 345
<212> ARN

cuccaggaag

ugugccaacu

cgugcuguca

ucccguccug

accugcccca

<213> Secuencia artificial

<220>

gcucaggagce

cucugcauuc

cugccaucuc

gguaccccga

cucaccaccu

ES 2753201 T3

ccuaccuccc

ccugaucucc

cccececcuggu

gucucccccg

cugcuaguuc

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 164

gccuuggcuc
gccagaagcc
uggucaccuc
ccugcucuga
gugcucuggyg

cucaggcucu

<210> 165
<211> 297
<212> ARN

cuccaggaag

ugugccaacu

cgugcuguca

ggcccgauce

ucacggucce

cuccccugcu

<213> Secuencia artificial

<220>

gcucaggagce

cucugcauuc

cugccaucuc

agugggcagg

ugucccegea

cucccaccuc

ccuaccuccc

ccugaucucc

ccccecccugac

ccaaggccug

cccececgcuuc

uaccuccacc

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 165

gccuuggcuc
gccagaagec
uggucaccuc
uuucuauuaa
gggccuugag

<210> 166
<211> 297
<212> ARN

cuccaggaag

ugugccaacu

cgugcuguca

agguuccuuu

caucuggauu

<213> Secuencia artificial

<220>

gcucaggagc

cucugcauuc

cugccaucuc

guucccuaag

cugccuaaua

ccuaccuccc

ccugaucucc

cccecgagag

uccaacuacu

aaaaacauuu

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 166

ugccauuaua
aucccugugg
acugcaugca
accucggguc

cagacaccuc

ugccauuaua
aucccugugg
agcgugggca
cugggcccce
ugucugcccee

cccac

ugccauuaua
aucccugugg
cucgcuuucu

aaacuggggyg

auuuucauug

126

gcugcuccce

cugucacccu

cgcaaugcua

ccagguaugc

c

gcugcuccee

cugucacccu

acgccugccg

gcggacccag

auuguggcuc

gcugcuccce

cugucacccu

ugcuguccaa

auauuaugaa

cugcguc

60

120

180

240

291

60

120

180

240

300

345

60

120

180

240

297
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gccuuggcuc
gccagaagcec
uggucaccuc
acgcuuagcce

aaaguuuaac

<210> 167
<211> 388
<212> ARN

cuccaggaag

ugugccaacu

cgugcuguca

uagccacacc

uaagcuauac

<213> Secuencia artificial

<220>

gcucaggagc

cucugcauuc

cugccaucuc

cccacgggaa

uaaccccagg

ES 2753201 T3

ccuaccuccc

ccugaucucc

ccccccaagce

acagcaguga

guuggucaau

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 167

gccuuggcuc
gccagaagcc
uggucaccuc
cuuggcucuc
caacucugca
cccagcauug
ccugccucce

<210> 168
<211> 279
<212> ARN

cuccaggaag

ugugccaacu

cgugcuguca

auucuuccac

gaaaaugucc

auggcagccc

augcaucugu

<213> Secuencia artificial

<220>

gcucaggagc

cucugcauuc

cugccaucuc

aagagagacc

uccccugugg

cucaucuucc

acuccucc

ccuaccuccc

ccugaucucc

cccceccuuug

uuucuccgga

cugccucagce

aaguuuugug

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 168

cugguacugc
ccccgaccuc
aguuccagac
ccgggcccau

gccccgecuu

<210> 169
<211> 285
<212> ARN

augcacgcaa

gggucccagg

accuccugcc

gagacugacu

gccgcugcug

<213> Secuencia artificial

<220>

ugcuagcugce

uaugcuccca

cguccucacc

ucccacugcu

auccauugcc

cccuuucccg

ccuccaccug

aagacugacu

cugccugccu

ggugugacce

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 169

ugccauuaua
aucccugugg
acgcagcaau
uuaaccuuua

uucgugccag

ugccauuaua
aucccugugg
caggaugaaa
ccugguugcu
ucaugccuuu

cuccccuuua

uccuggguac
ccccacucac
gccugcugcu

cuccccacug

127

gcugcuccce

cugucacccu

gcagcucaaa

gcaauaaacg

ccacacc

gcugcuccce

cugucacccu

cacuuccccg

acugguucag

ggccugaagu

CCcuaacgcuu

cccgagucuc

caccucugcu

uugcuacugc

cacuggcaca

60

120

180

240

297

60

120

180

240

300

360

388

60

120

180

240

279
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cugguacugc
ccccgaccuc
aguuccagac
uccuguugcec

gcuccuggac

<210> 170
<211> 291
<212> ARN

augcacgcaa

gggucccagg

accuccuucc

agcaugaccu

ccuuuagccu

<213> Secuencia artificial

<220>

ugcuagcugc

uaugcuccca

agccagacac

acccucgccu

cucugcccuu

ES 2753201 T3

cccuuucccyg

ccuccaccug

ccgecceceeg

cuuugaugcec

ccacucucug

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 170

cugguacugc
ccccgaccuc
aguuccagac
auuauagcug
cuguggcugu

<210> 171
<211> 272
<212> ARN

augcacgcaa

gggucccagg

accuccgccu

cuccccgceca

cacccuuggu

<213> Secuencia artificial

<220>

ugcuagcugc

uaugcuccca

uggcuccucce

gaagccugug

caccuccgug

cccuuucccg

ccuccaccug

aggaaggcuc

CcCcaacucucu

cugucacugce

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 171

cugguacugc
cccegaccuc
aguuccagac
ggguaccccg

acucaccacce

<210> 172
<211> 326
<212> ARN

augcacgcaa

gggucccagyg

accucccugg

agucuccccce

ucugcuaguu

<213> Secuencia artificial

<220>

ugcuagcugc

uaugcuccca

uacugcaugc

gaccucgggu

ccagacaccu

cccuuucccg

ccuccaccug

acgcaaugcu

cccagguaug

cc

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 172

uccuggguac
ccccacucac
gcccuggcua
auccgecugec

acccce

uccuggguac
ccccacucac
aggagcccua
gcauucccug

caucuccccce

uccuggguac
ccccacucac
agcugccecu

cucccaccuc

128

cccgagucuc

caccucugcu

agaaguugcu

accuccuuuu

cccgagucuc

caccucugcu

ccucccugcc

aucuccaucc

c

cccgagucuc

caccucugcu

uucccguccu

caccugcccce

60

120

180

240

285

60

120

180

240

291

60

120

180

240

272
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cugguacugc
ccccgaccuc
aguuccagac
cagugggcag
cuguccccge
ucucccaccu
<210> 173

<211> 278
<212> ARN

augcacgcaa

gggucccagg

accucccuga

gccaaggecu

acccccgcuu

cuaccuccac

<213> Secuencia artificial

<220>

ugcuagcugce

uaugcuccca

cagcguggge

gcugggecce

cugucugccce

cccececac

ES 2753201 T3

cccuuucccg

ccuccaccug

aacgccugcec

cgeggaccca

cauuguggcu

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 173

cugguacugc
ccccgaccuc
aguuccagac
uguucccuaa

ucugccuaau

<210> 174
<211> 278
<212> ARN

augcacgcaa

gggucccagyg

accuccgaga

guccaacuac

aaaaaacauu

<213> Secuencia artificial

<220>

ugcuagcugc

uaugcuccca

gcucgcuuuc

uaaacugggg

uauuuucauu

cccuuucccg

ccuccaccug

uugcugucca

gauauuauga

gcugcguc

<223> Combinacion de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 174

cugguacugc
ccccgaccuc
aguuccagac
ccccacggga

cuaaccccag

<210> 175
<211> 369
<212> ARN

augcacgcaa

gggucccagg

accucccaag

aacagcagug

gguuggucaa

<213> Secuencia artificial

<220>

ugcuagcugce

uaugcuccca

cacgcagcaa

auuaaccuuu

uuucgugcca

cccuuucccg

ccuccaccug

ugcagcucaa

agcaauaaac

gccacacc

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 175

uccuggguac
ccccacucac
gccugcucug
ggugcucugy

ccucaggcuc

uccuggguac
ccccacucac
auuucuauua

agggccuuga

uccuggguac
ccccacucac
aacgcuuagc

gaaaguuuaa

129

cccgagucuc

caccucugcu

aggcccgauc

gucacggucce

ucuccccugc

cccgagucuc

caccucugcu

aagguuccuu

gcaucuggau

cccgagucuc

caccucugcu

cuagccacac

Cuaagcuaua

60

120

180

240

300

326

60

120

180

240

278

60

120

180

240

278
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cugguacugce
cccegaccuc
aguuccagac
caagagagac
cuccccugug
ccucaucuuc
uacuccucce
<210> 176

<211> 333
<212> ARN

augcacgcaa

gggucccagg

accucccuuu

cuuucuccgg

gcugccucag

caaguuuugu

<213> Secuencia artificial

<220>

ugcuagcugc

uaugcuccca

gcaggaugaa

accugguugc

cucaugccuu

gcuccccuuu

ES 2753201 T3

cccuuucccg

ccuccaccug

acacuucccce

uacugguuca

uggccugaag

accuaacgcu

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 176

cugacagcgu
gccugcuggyg
gcuucugucu
ccacccccac
ccaugagacu

ccuugccgcu

<210> 177
<211> 339
<212> ARN

gggcaacgce

cceecegegga

gccccauugu

ugcccguccu

gacuucccac

gcugauccau

<213> Secuencia artificial

<220>

ugccgccuge

cccaggugcu

ggcuccucag

caccaagacu

ugcucugccu

ugccggugug

ucugaggccce

cugggucacg

gcucucuccc

gacugccugce

gccucucccc

acc

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 177

cugacagcgu
gccugcuggg
gcuucugucu
ccacccccac
ugccagcaug
ggacccuuua

<210> 178
<211> 345
<212> ARN

gggcaacgce

cccecegegga

gccccauugu

uuccagccag

accuacccuc

gccucucuge

<213> Secuencia artificial

<220>

ugccgccuge

cccaggugcu

ggcuccucag

acacccgccc

gccucuuuga

ccuuccacuc

ucugaggcce

cugggucacg

gcucucuccc

cccggeccug

ugccauccgce

ucugacccce

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 178

uccuggguac

ccccacucac

gcuuggcucu

gcaacucugc

ucccagcauu

uccugccucc

gauccagugg

gucccugucce

cugcucuccc

ugcuuugcua

acugcacugg

gauccagugg

gucccugucc

cugcucuccce

gcuaagaagu

ugccaccucc

130

cccgagucuc

caccucugcu

cauucuucca

agaaaauguc

gauggcagcce

caugcaucug

gcaggccaag

ccgeacececcece

accucuaccu

cugcccggge

cacagccecg

gcaggccaag

ccgcacceccce

accucuaccu

ugcuuccugu

uuuugcuccu

60

120

180

240

300

360

369

60

120

180

240

300

333

60

120

180

240

300

339
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cugacagcgu
gccugeuggyg
gcuucugucu
ccacccccac
gcugcucced

cugucacccu

<210> 179
<211> 326
<212> ARN

gggcaacgcce

cccecgegga

gccccauugu

gccuuggcuc

gccagaagcec

uggucaccuc

<213> Secuencia artificial

<220>

ugccgecuge

cccaggugcu

ggcuccucag

cuccaggaag

ugugccaacu

cgugcuguca

ES 2753201 T3

ucugaggccc
cugggucacg
gcucucuccc
gcucaggagc
cucugcauuc

cugccaucuc

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 179

cugacagcgu
gccugcuggyg
gcuucugucu
ccacccccac
cccgagucuc

caccucugcu

<210> 180
<211> 380
<212> ARN

gggcaacgce

cccecegegga

gccccauugu

cugguacugc

ccccgaccuc

aguuccagac

<213> Secuencia artificial

<220>

ugccgccuge

cccaggugcu

ggcuccucag

augcacgcaa

gggucccagg

accucc

ucugaggccce

cugggucacg

gcucucuccc

ugcuagcugc

uaugcuccca

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 180

cugacagcgu
gccugeuggg
gcuucugucu
ccacccccac
gcaggccaag
ccgcaccccce
accucuaccu
<210> 181

<211> 332
<212> ARN

gggcaacgcc

ccececgegga

gccccauugu

cugacagcgu

gccugcuggyg

gcuucugucu

ccaccceecac

<213> Secuencia artificial

<220>

ugccgecuge

cccaggugcu

ggcuccucag

gggcaacgcec

ccececegegga

gccccauugu

ucugaggccce

cugggucacg

gcucucuccc

ugccgecugce

cccaggugcu

ggcuccucag

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 181

gauccagugg
gucccugucc
cugcucuccc
ccuaccucce

ccugaucucc

cceee

gauccagugg
gucccugucc
cugcucucce
cccuuucccg

ccuccaccug

gauccagugg
gucccugucc
cugcucuccce
ucugaggccc
cugggucacg

gcucucuccc

131

gcaggccaag

ccgecaccccce

accucuaccu

ugccauuaua

aucccugugg

gcaggccaag

ccgcacceccce

accucuaccu

uccuggguac

ccccacucac

gcaggccaag

ccgecaccccce

accucuaccu

gauccagugg

gucccugucce

cugcucuccc

60
120
180
240

300

345

60
120
180
240
300

326

60
120
180
240
300
360

380
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cugacagcgu
gccugeugygy
gcuucugucu
ccacccccac
cuaaguccaa
uaauaaaaaa
<210> 182

<211> 332
<212> ARN

gggcaacgcece

cceecgegga

gccccauugu

gagagcucgc

cuacCuaaacu

cauuuauuuu

<213> Secuencia artificial

<220>

ugccgecugce

cccaggugcu

ggcuccucag

uuucuugcug

gggggauauu

cauugcugceg

ES 2753201 T3

ucugaggccc

cugggucacg

gcucucuccc

uccaauuucu

augaagggcc

uc

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 182

cugacagcgu
gccugcuggg
gcuucugucu
ccacccccac
gggaaacagc
ccaggguugyg

<210> 183
<211> 423
<212> ARN

gggcaacgcc

ccceccgegga

gccccauugu

caagcacgca

agugauuaac

ucaauuucgu

<213> Secuencia artificial

<220>

ugccgeccuge

cccaggugcu

ggcuccucag

gcaaugcagc

cuuuagcaau

gccagccaca

ucugaggcce

cugggucacg

gcucucuccc

ucaaaacgcu

aaacgaaagu

cc

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 183

cugacagcgu
gccugeuggyg
gcuucugucu
ccacccccac
agaccuuucu
uguggcugcc
cuuccaaguu

ucc

<210> 184
<211> 285
<212> ARN

gggcaacgce

ccceegegga

gccccauugu

cuuugcagga

ccggaccugg

ucagcucaug

uugugcucce

<213> Secuencia artificial

<220>

ugccgccugce

cccaggugcu

ggcuccucag

ugaaacacuu

uugcuacugg

ccuuuggccu

cuuuaccuaa

ucugaggccce

cugggucacg

gcucucuccc

cccegeuugg

uucagcaacu

gaagucccag

cgcuuccuge

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 184

gauccagugg

gucccuguce

cugcucuccc

auuaaagguu

uugagcaucu

gauccagugg

gucccugucce

cugcucuccc

uagccuagcec

uuaacuaagc

gauccagugg

gucccuguce

cugcucuccc

cucucauucu

cugcagaaaa

cauugauggc

cucccaugca

132

gcaggccaag

ccgcacccce

accucuaccu

ccuuuguucc

ggauucugcc

gcaggccaag

ccgecacccce

accucuaccu

acacccccac

uauacuaacc

gcaggccaag

ccgcaccccece

accucuaccu

uccacaagag

uguccucccc

agccccucau

ucuguacucc

60

120

180

240

300

332

60

120

180

240

300

332

60

120

180

240

300

360

420

423
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gagagcucgc
cuacuaaacu
cauuuauuuu
uacugccegg

ggcacagcce

<210> 185
<211> 291
<212> ARN

uuucuugcug

gggggauauu

cauugcugcg

gcccaugaga

cgccuugecg

<213> Secuencia artificial

<220>

uccaauuucu

augaagggcec

ucugcccguc

cugacuuccc

cugcugaucc

ES 2753201 T3

auuaaagguu

uugagcaucu

cucaccaaga

acugcucugc

auugccggug

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 185

gagagcucgc
cuacuaaacu
cauuuauuuu
guugcuuccu

ccuuuugcuc

<210> 186
<211> 297
<212> ARN

uuucuugcug

gggggauauu

cauugcugcg

guugccagca

cuggacccuu

<213> Secuencia artificial

<220>

uccaauuucu

augaagggcc

ucuuccagcc

ugaccuaccc

uagccucucu

auuaaagguu

uugagcaucu

agacacccgce

ucgccucuuu

gcccuuccac

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 186

gagagcucgce
cuacuaaacu
cauuuauuuu
ccugccauua

ccaucccugu

<210> 187
<211> 278
<212> ARN

uuucuugcug

gggggauauu

cauugcugceg

uagcugcucc

ggcugucace

<213> Secuencia artificial

<220>

uccaauuucu

augaagggcc

ucgccuuggce

ccgccagaag

cuuggucacc

auuaaagguu

uugagcaucu

uccuccagga

ccugugccaa

uccgugcugu

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 187

ccuuuguucc

ggauucugcc

cugacugccu

cugccucucc

ugacce

ccuuuguucc

ggauucugcc

ccececeggece

gaugccaucc

ucucugaccc

ccuuuguucce

ggauucugcc

aggcucagga

cucucugcau

cacugccauc

cuaaguccaa

uaauaaaaaa

gcugcuuugc

ccacugcacu

Cuaaguccaa

uaauaaaaaa

uggcuaagaa

gcugccaccu

c

Cuaaguccaa

uaauaaaaaa

gcccuaccuc

ucccugaucu

ucccccece

gagagcucge uuucuugcug uccaauuucu auuaaagguu ccuuuguucce cuaaguccaa

133

60
120
180
240

285

60
120
180
240

291

60
120
180
240

297

60
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cuacuaaacu

cauuuauuuu

cguccugggu

ugccccacuc

<210> 188
<211> 332
<212> ARN

ES 2753201 T3

gggggauauu augaagggcc uugagcaucu ggauucugcc

cauugcugceg uccugguacu gcaugcacge aaugcuagcou

accccgaguc ucccccgacce ucggguccca gguaugcucc

accaccucug cuaguuccag acaccucc

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 188

gagagcucgc
cuacuaaacu
cauuuauuuu
ccgauccagu
cggucccugu

cccugcucuc

<210> 189
<211> 284
<212> ARN

uuucuugcug

gggggauauu

cauugcugcg

gggcaggcca

ccececgecaccee

ccaccucuac

<213> Secuencia artificial

<220>

uccaauuucu

augaagggcc

uccugacagc

aggccugcug

ccgcuucugu

cuccacccce

auuaaagguu

uugagcaucu

gugggcaacg

ggccceccgeg

cugccccauu

ac

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 189

gagagcucgce
cuacuaaacu
cauuuauuuu
uuccuuuguu

cuggauucug

<210> 190
<211> 284
<212> ARN

uuucuugcug

gggggauauu

cauugcugceg

cccCuaagucc

CCuaauaaaa

<213> Secuencia artificial

<220>

uccaauuucu

augaagggcce

ucgagagcuc

aacuacuaaa

aacauuuauu

auuaaagguu

uugagcaucu

gcuuucuugc

cugggggaua

uucauugcug

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 190

ccuuuguucce

ggauucugcce

ccugccgecu

gacccaggug

guggcuccuc

ccuuuguucce

ggauucugcc

uguccaauuu

uuaugaaggg

cguc

uaauaaaaaa

gccecuuucce

caccuccacc

Cuaaguccaa

uaauaaaaaa

gcucugaggc

cucuggguca

aggcucucuc

Cuaaguccaa

uaauaaaaaa

cuauuaaagg

ccuugagcau

gagagcucge uuucuugcug uccaauuucu auuaaagguu ccuuuguucce cuaaguccaa

134

120

180

240

278

60
120
180
240
300

332

60
120
180
240

284

60
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cuacuaaacu
cauuuauuuu
ccacacccce

gcuauacuaa

<210> 191
<211> 375
<212> ARN

ES 2753201 T3

gggggauauu augaagggcc uugagcaucu

cauugcugcg uccaagcacg cagcaaugca

acgggaaaca gcagugauua accuuuagca

ccccaggguu ggucaauuuc gugccageca

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 191

gagagcucgce
cuacuaaacu
cauuuauuuu
cuuccacaag
aauguccucc
gcagccccuc
caucuguacu
<210> 192

<211> 285
<212> ARN

uuucuugcug

gggggauauu

cauugcugcg

agagaccuuu

ccuguggcug

aucuuccaag

ccuce

<213> Secuencia artificial

<220>

uccaauuucu

augaagggcec

uccuuugcag

cuccggaccu

ccucagcuca

uuuugugcuc

auuaaagguu

uugagcaucu

gaugaaacac

gguugcuacu

ugccuuuggce

cccuuuaccu

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 192

caagcacgca
agugauuaac
ucaauuucgu
uacugccegg

ggcacagcce

<210> 193
<211> 291
<212> ARN

gcaaugcagce

cuuuagcaau

gccagcecaca

gcccaugaga

cgccuugecg

<213> Secuencia artificial

<220>

ucaaaacgcu

aaacgaaagu

ccugceeguce

cugacuuccc

cugcugaucc

uagccuagcec

uuaacuaagc

cucaccaaga

acugcucugc

auugccggug

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 193

ggauucugcc

uaauaaaaaa

gcucaaaacg cuuagccuag

auaaacgaaa

cacc

ccuuuguuce

ggauucugcc

uuccccgcecuu

gguucagcaa

cugaaguccc

aacgcuuccu

acacccccac

uauacuaacc

cugacugccu

cugccucucc

ugacce

guuuaacuaa

cuaaguccaa

uaauaaaaaa

ggcucucauu

cucugcagaa

agcauugaug

gccucccaug

gggaaacagc

ccaggguugg

gcugcuuuge

ccacugcacu

caagcacgca gcaaugcage ucaaaacgcu uagccuagec acacccccac gggaaacage

135

120

180

240

284

60
120
180
240
300
360

375

60
120
180
240

285

60
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agugauuaac
ucaauuucgu
guugcuuccu

ccuuuugcuc

<210> 194
<211> 297
<212> ARN

cuuuagcaau

gccagecaca

guugccagca

cuggacccuu

<213> Secuencia artificial

<220>

aaacgaaagu

ccuuccagece

ugaccuaccc

uagccucucu

ES 2753201 T3

uuaacuaagc

agacacccge

ucgccucuuu

gcccuuccac

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 194

caagcacgca
agugauuaac
ucaauuucgu
ccugccauua

ccaucccugu

<210> 195
<211> 278
<212> ARN

gcaaugcagc

cuuuagcaau

gccagccaca

uagcugcucc

ggcugucace

<213> Secuencia artificial

<220>

ucaaaacgcu

aaacgaaagu

ccgecuugge

ccgccagaag

cuuggucacc

uagccuagcce

uuaacuaagc

uccuccagga

ccugugccaa

uccgugcugu

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 195

caagcacgca
agugauuaac
ucaauuucgu
cguccugggu
ugccccacuc

<210> 196
<211> 332
<212> ARN

gcaaugcagc

cuuuagcaau

gccagccaca

accccgaguc

accaccucug

<213> Secuencia artificial

<220>

ucaaaacgcu

aaacgaaagu

cccugguacu

ucccccgacce

cuaguuccag

uagccuagece

uuaacuaagc

gcaugcacgce

ucggguccca

acaccucc

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 196

uauacuaacc

cccecggecce

gaugccaucc

ucucugaccc

acacccccac

uauacuaacc

aggcucagga

cucucugcau

cacugccauc

acacccccac

uauacuaacc

aaugcuagcu

gguaugcucc

ccaggguugg

uggcuaagaa

gcugccaccu

[o]

gggaaacagc

ccaggguugg

gcccuaccuc

ucccugaucu

ucccccece

gggaaacagc

ccaggguugg

gccccuuucce

caccuccacc

caagcacgca gcaaugcagc ucaaaacgcu uagccuagcc acacccccac gggaaacage

agugauuaac cuuuagcaau aaacgaaagu uuaacuaagc uauacuaacc ccaggguugg

136

120

180

240

291

60

120

180

240

297

60

120

180

240

278

60

120
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ucaauuucgu
ccgauccagu
cggucccugu

cccugcucuc

<210> 197
<211> 284
<212> ARN

gccagccaca

gggcaggcca

ccececgcecaccece

ccaccucuac

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2753201 T3

cccugacagc gugggcaacg ccugccgccu

aggccugcug ggcccccgeg gacccaggug

ccgcuucugu cugccccauu guggcuccuc

cuccacceccecce

ac

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 197

caagcacgca
agugauuaac
ucaauuucgu
uuccuuuguu

cuggauucug

<210> 198
<211> 284
<212> ARN

gcaaugcagc

cuuuagcaau

gccagccaca

cccCuaagucc

CCuaauaaaa

<213> Secuencia artificial

<220>

ucaaaacgcu

aaacgaaagu

ccgagagcuc

aacuacuaaa

aacauuuauu

uagccuagcce

uuaacuaagc

gcuuucuuge

cugggggaua

uucauugcug

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 198

caagcacgca
agugauuaac
ucaauuucgu
ccacaccecc

gcuauacuaa

<210> 199
<211> 375
<212> ARN

gcaaugcagc

cuuuagcaau

gccagccaca

acgggaaaca

ccccaggguu

<213> Secuencia artificial

<220>

ucaaaacgcu

aaacgaaagu

cccaagcacg

gcagugauua

ggucaauuuc

uagccuagcce

uuaacuaagc

cagcaaugca

accuuuagca

gugccagcca

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 199

acacccccac

uauacuaacc

uguccaauuu

uuaugaaggg

cguc

acacccccac

uauacuaacc

gcucaaaacg

auaaacgaaa

cacc

gcucugaggc

cucuggguca

aggcucucuc

gggaaacagc

ccaggguugg

cuauuaaagg

ccuugagcau

gggaaacagc

ccaggguugg
cuuagccuag

guuuaacuaa

caagcacgca gcaaugcagc ucaaaacgcu uagecuagcc acacccccac gggaaacage

agugauuaac cuuuagcaau aaacgaaagu uuaacuaagc uauacuaacc ccaggguugqg

ucaauuucgu gccagccaca cccuuugcag gaugaaacac uuccccgcuu ggcucucauu
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180

240

300

332

60

120

180

240

284

60

120

180

240

284

60

120

180
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ES 2753201 T3

cuuccacaag agagaccuuu cuccggaccu gguugcuacu gguucagcaa

aauguccucc
gcagccccuc
caucuguacu
<210> 200

<211> 376
<212> ARN

ccuguggcug ccucagcuca ugccuuugge cugaaguccc

aucuuccaag uuuugugcuc cccuuuaccu aacgcuuccu

ccucce

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 200

cuuugcagga
ccggaccugg
ucagcucaug
uugugcuccce
ccucaccaag
cacugcucug
cauugccggu

<210> 201
<211> 382
<212> ARN

ugaaacacuu

uugcuacugg

ccuuuggccu

cuuuaccuaa

acugacugcce

ccugccucuc

gugacc

<213> Secuencia artificial

<220>

ccecegeuugg

uucagcaacu

gaagucccag

cgcuuccugce

ugcugcuuug

cccacugcac

cucucauucu

cugcagaaaa

cauugauggc

cucccaugca

cuacugcccg

uggcacagcc

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 201

cuuugcagga
ccggaccugg
ucagcucaug
uugugcucce
cagacacccg
cucgccucuu
ugcccuucca

<210> 202
<211> 388
<212> ARN

ugaaacacuu

uugcuacugg

ccuuuggccu

cuuuaccuaa

ccececcggece

ugaugccauc

cucucugacc

<213> Secuencia artificial

<220>

ccececgeuugg

uucagcaacu

gaagucccag

cgcuuccugc

cuggcuaaga

cgcugccacce

ccC

cucucauucu

cugcagaaaa

cauugauggc

cucccaugca

aguugcuucc

uccuuuugcu

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 202

uccacaagag

uguccucccc

agccccucau

ucuguacucc

ggcccaugag

ccgccuugece

uccacaagag

uguccucccc

agccccucau

ucuguacucc

uguugccagce

ccuggacccu

138

cucugcagaa

agcauugaug

gccucccaug

agaccuuucu

uguggcugcc

cuuccaaguu

uccugccegu

acugacuucc

gcugcugauc

agaccuuucu

uguggcugcce

cuuccaaguu

uccuuccagc

augaccuacc

uuagccucuc

240

300

360

375

60

120

180

240

300

360

376

60

120

180

240

300

360

382
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cuuugcagga
ccggaccugg
ucagcucaug
uugugcuccce
cuccuccagg
gccugugceca
cuccgugcug
<210> 203

<211> 369
<212> ARN

ugaaacacuu

uugcuacugg

ccuuuggccu

cuuuaccuaa

aaggcucagg

acucucugca

ucacugccau

<213> Secuencia artificial

<220>

ccececgeuugg

uucagcaacu

gaagucccag

cgcuuccuge

agcccuaccu

uucccugauc

cucccccee

ES 2753201 T3

cucucauucu

cugcagaaaa

cauugauggc

cucccaugca

cccugccauu

uccaucccug

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 203

cuuugcagga
ccggaccugg
ucagcucaug
uugugcucce
ugcaugcacg
cucgggucce

gacaccucc

<210> 204
<211> 423
<212> ARN

ugaaacacuu

uugcuacugg

ccuuuggccu

cuuuaccuaa

caaugcuagc

agguaugcuc

<213> Secuencia artificial

<220>

cccegeuugg

uucagcaacu

gaagucccag

cgcuuccugce

ugccccuuuc

ccaccuccac

cucucauucu

cugcagaaaa

cauugauggc

cucccaugca

ccguccuggg

cugccccacu

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 204
cuuugcagga
ccggaccugg
ucagcucaug
uugugcuccce
cgugggcaac
gggccccege
ucugccccau
cac

<210> 205

<211> 375
<212> ARN

ugaaacacuu

uugcuacugg

ccuuuggccu

cuuuaccuaa

gccugccgece

ggacccaggu

uguggcuccu

<213> Secuencia artificial

cceecgeuugg

uucagcaacu

gaagucccag

cgcuuccugce

ugcucugagg

gcucuggguc

caggcucucu

cucucauucu

cugcagaaaa

cauugauggc

cucccaugca

cccgauccag

acggucccug

ccccugcucu

uccacaagag
uguccucccec
agccccucau
ucuguacucc
auagcugcuc

uggcugucac

uccacaagag
uguccucccc
agccccucau
ucuguacucc
uaccccgagu

caccaccucu

uccacaagag
uguccuccce
agccccucau
ucuguacucc
ugggcaggee
uccccgcace

cccaccucua

139

agaccuuucu

uguggcugcce

cuuccaaguu

uccgeccuugg

cccgecagaa

ccuuggucac

agaccuuucu

uguggcugce

cuuccaaguu

ucccugguac

cucccccgac

gcuaguucca

agaccuuucu

uguggcugcce

cuuccaaguu

ucccugacag

aaggccugcu

cccgcuucug

ccuccacccce

60

120

180

240

300

360

388

60

120

180

240

300

360

369

60

120

180

240

300

360

420

423
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<220>

ES 2753201 T3

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 205

cuuugcagga
ccggaccugg
ucagcucaug
uugugcucce
cgcuuucuug
acugggggau

uuucauugcu

<210> 206
<211> 375
<212> ARN

ugaaacacuu

uugcuacugg

ccuuuggccu

cuuuaccuaa

cuguccaauu

auuaugaagg

gcguc

<213> Secuencia artificial

<220>

ccecegeuugg

uucagcaacu

gaagucccag

cgcuuccugce

ucuauuaaag

gccuugagca

cucucauucu

cugcagaaaa

cauugauggc

cucccaugca

guuccuuugu

ucuggauucu

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 206

cuuugcagga
ccggaccugg
ucagcucaug
uugugcucce
gcagcaaugc
aaccuuuagc
cgugccagec
<210> 207

<211> 466
<212> ARN

ugaaacacuu

uugcuacugg

ccuuuggccu

cuuuaccuaa

agcucaaaac

aauaaacgaa

acacc

<213> Secuencia artificial

<220>

cceegeuugg

uucagcaacu

gaagucccag

cgcuuccuge

gcuuagccua

aguuuaacua

cucucauucu

cugcagaaaa

cauugauggc

cucccaugca

gccacacccc

agcuauacua

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 207

cuuugcagga
ccggaccugg
ucagcucaug
uugugcuccc
ggaugaaaca
ugguugcuac
augccuuugg

ccccuuuacce

ugaaacacuu

uugcuacugg

ccuuuggccu

cuuuaccuaa

cuuccccgcu

ugguucagca

ccugaagucc

uaacgcuucc

ccecegeuugg

uucagcaacu

gaagucccag

cgcuuccugce

uggcucucau

acucugcaga

cagcauugau

ugccucccau

cucucauucu

cugcagaaaa

cauugauggc

cucccaugca

ucuuccacaa

aaauguccuc

ggcagccccu

gcaucuguac

uccacaagag
uguccucccece
agccccucau
ucuguacucc
ucccuaaguc

gccuaauaaa

uccacaagag
uguccuccce
agccccucau
ucuguacucc
cacgggaaac

accccagggu

uccacaagag
uguccuccce
agccccucau
ucuguacucc
gagagaccuu
cccuguggcu
caucuuccaa

uccucc

140

agaccuuucu

uguggcugcc

cuuccaaguu

uccgagagcu

caacuacuaa

aaacauuuau

agaccuuucu

uguggcugce

cuuccaaguu

ucccaagcac

agcagugauu

uggucaauuu

agaccuuucu

uguggcugcc

cuuccaaguu

ucccuuugca

ucuccggacce

gccucagcuc

guuuugugcu

60
120
180
240
300
360

375

60
120
180
240
300
360

375

60
120
180
240
300
360
420

466
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<210> 208
<211> 278
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2753201 T3

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 208

cugguacugc
cceccgaccuc
aguuccagac
ccccacggga

cuaaccccag

<210> 209
<211> 278
<212> ARN

auggacgcaa

gggucccagyg

accucccaag

aacagcagug

gguuggucaa

<213> Secuencia artificial

<220>

ugcuagcugc

uaucguccca

cacgcagcaa

auuaaccuuu

uuucgugcca

cccuuucccyg

ccuccaccug

ugcagcucaa

agcaauaauc

gccacacc

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 209

cucguacugc
caccgaccuc
aguuccagac
ccccacggga

cuaaccccag

<210> 210
<211> 278
<212> ARN

auggacgcaa

gggucccagg

accucccaag

aacaguagug

gguugaucaa

<213> Secuencia artificial

<220>

ugcuagcugce

uaucguccca

cacgcagcaa

auuaaccuuu

uuacgugcca

cccuuucccg

ccuccacgug

ugcagcucaa

agcaauaauc

gccacacc

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 210

cucguacugc
caccgaccuc
aguuccagac
ccccacggga

cuaaccccag

<210> 211
<211> 278
<212> ARN

auggacgcaa

gggucccagg

accucccaug

aacaguagug

gguugaucaa

<213> Secuencia artificial

<220>

ugcuagcugce

uaucguccca

cacgcagcaa

auuaaccuuu

uuacgugcca

cccuuucccg

ccuccacgug

ugcagaucaa

agcaauaauc

gccacacc

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

uccuggguac

ccccacucac

aacgcuuagc

gaauguuuaa

uccuggguac

ccccacucac

aacgcuuagc

gaaugucuaa

uccuggguac

ccccacucac

aacgcuuagc

gaaugucuaa

141

cccgagucac

caccucugcu

auagccacac

Cuaagcuaua

cccgagucac

caccucugcu

auagccacac

Ccuaagcuaua

cccgagucac

caccuuugcu

auagccacac

Cuaagcuaua

60

120

180

240

278

60

120

180

240

278

60

120

180

240

278
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<400> 211

gucguacugc
caccgaccuc
aguuccagag
cgccacggga

cuaaccacag

<210> 212
<211> 278
<212> ARN

auggacgcaa

gggucccagg

accucccaug

aacaguagug

gguugaucaa

<213> Secuencia artificial

<220>

ugcuagcagc

uaucguccca

cacgcagcaa

aucaaccuuu

uuacgugcca

ES 2753201 T3

accuuucccg

ccuccacgug

ugcagaucaa

agcuauaauc

gccagace

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 212

cugguacugc
ccccgaccuc
aguuccagac
ccccacggga

cuaaccccag

<210> 213
<211> 278
<212> ARN

augcacgcaa

gggucccagg

accucccaag

aacagcagug

gguuggucaa

<213> Secuencia artificial

<220>

ugcuagcugce

uaugcuccca

cacgcagcaa

auuaaccuuu

uuucgugcca

cccaaagggce

ccuccaccug

ugcagcucaa

agcaauaaac

gccacacc

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 213

cugguacugc
ccccgaccuc
aguuccagac
ccccacggga

cuaaccccag

<210> 214
<211> 278
<212> ARN

augcacgcaa

gggucccagg

accucccaag

aacagcagug

gguuggucaa

<213> Secuencia artificial

<220>

ugcuagcugce

uaugcuccca

cacgcagcaa

auuaaccuuu

uuucgugcca

cccuuucccg

ccuccaccug

ugcagcucaa

agcaauaaac

gccacacc

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 214

uccuggguac
ccccacccac
aacgcuuagc

gaaugucuaa

uccuggguac
ccccacucac
aacgcuuagce

gaaaguuuaa

ugguccguac
ccccacucac
aacgcuuagce

gaaaguuuaa

142

cccgagucac

caccuuugcu

auagccacac

cuaagcuauu

cccgagucuc

caccucugcu

cuagccacac

Cuaagcuaua

cccgagucuc

caccucugcu

cuagccacac

Cuaagcuaua

60

120

180

240

278

60

120

180

240

278

60

120

180

240

278
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cugguacugc
cccecgaccuc
aguuccagac
ccccacggga

cuaaccccag

<210> 215
<211> 278
<212> ARN

augcacgcaa

gggucccagg

accucccaag

aacagcagug

gguuggucaa

<213> Secuencia artificial

<220>

ugcuagcugce

uaugcuccca

cacgcagcaa

auuaaccuuu

uuucgugcca

ES 2753201 T3

cccuuucccg

ccuccaccug

ugcagcucaa

agcaauaaac

gccacacc

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 215

cugguacugc
cccegaccuc
aguuccagac
ccccacggga

cuaaccccag

<210> 216
<211> 278
<212> ARN

augcacgcaa

gggucccagg

accucccaag

aacagcagug

gguuggucaa

<213> Secuencia artificial

<220>

ugcuagcugc

uaugcuccca

cacgcagcaa

auuaaccuuu

uuucgugcca

cccuuugcecg

ccuccaccug

ugcagcucaa

agcaauaaac

gccacacc

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 216

cugguacugc
ccccgaccuc
aguuccagac
ccccacggga
cuaaccccag
<210> 217

<211> 278
<212> ARN

augcacgcaa

gggucccagg

accucccaag

aacagcagug

gguuggucaa

<213> Secuencia artificial

<220>

ugcuagcugc

uaugcuccca

cacgcagcaa

auuaaccuuu

uuucgugceca

cccuuugggce

ccuccaccug

ugcagcucaa

agcaauaaac

gccacacc

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 217

uggaccguac
ccccacucac
aacgcuuagc

gaaaguuuaa

uggaccguac
ccccacucac
aacgcuuagce

gaaaguuuaa

uggaccguac

ccccacucac

aacgcuuagc

gaaaguuuaa

143

ggcgagucuc

caccucugcu

cuagccacac

Cuaagcuaua

gggcugucuc

caccucugcu

cuagccacac

Cuaagcuaua

gggcugucuc

caccucugcu

cuagccacac

Cuaagcuaua

60

120

180

240

278

60

120

180

240

278

60

120

180

240

278
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cugguacugc
cccecgaccuc
aguuccagac
ccccacggga

cuaaccccag

<210> 218
<211> 278
<212> ARN

augcacgcaa

gggucggacc

accucccaag

aacagcagug

gguuggucaa

<213> Secuencia artificial

<220>

ugcuagcugce

uaugcuccca

cacgcagcaa

auuaaccuuu

uuucgugcca

ES 2753201 T3

cccuuucccg

ccuccaccug

ugcagcucaa

agcaauaaac

gccacacc

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 218

cugguacugc
ccccgaccuc
aguuccagac
ccccacggga

cuaaccccag

<210> 219
<211> 278
<212> ARN

augcacgcaa

gccucgguce

accucccaag

aacagcagug

gguuggucaa

<213> Secuencia artificial

<220>

ugcuagcugc

uaugcuccca

cacgcagcaa

auuaaccuuu

uuucgugcca

cccuuucccyg

ccuccaccug

ugcagcucaa

agcaauaaac

gccacacc

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 219

cugguacugc
ccccgaccag
aguuccagac
ccccacggca

cuaaccccag

<210> 220
<211> 278
<212> ARN

augcacgcaa

cccucggucce

accucccaag

aacagcagug

gguuggucaa

<213> Secuencia artificial

<220>

ugcuagcugc

uaugcuccca

cacgcagcaa

auuaaccuuu

uuucgugcca

cccuuugcecg

ccuccaccug

ugcagcucaa

agcaauaaac

gccacacc

<223> Combinacién de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 220

ugguccguac
ccccacucac
aacgcuuagc

gaaaguuuaa

uggaccguac
ccccacucac
aacgcuuagc

gaaaguuuaa

uggaccguac
ccccacucac
aacgcuuagce

gaaaguuuaa

144

cccgagucuc

caccucugcu

cuagccacac

Cuaagcuaua

ggcgagucuc

caccucugcu

cuagccacac

cuaagcuaua

gggcugucuc

caccucugcu

cuagccacac

CuaagcCuaua

60

120

180

240

278

60

120

180

240

278

60

120

180

240

278



10

15

20

25

cugguacugc augcacgcaa ugcuagcugc
ccccgaccag cccucggucc uaugcucccea
aguuccagac accucccaag cacgcagcaa
ccccagccca aacagcagug auuaaccuuu

cuaaccccag gguuggucaa uuucgugcca

<210> 221

<211> 142

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Elemento de secuencia UTR-3'

<400> 221

ES 2753201 T3

cccuuugggce uggaccguac
ccuccaccug ccccacucac
ugcagcucaa aacgcuuagc
agcaauaaac gaaaguuuaa

gccacacc

gggcugucuc

caccucugcu

cuagccacac

Cuaagcuaua

gagagcucgc uuucuugcug uccaauuucu auuaaagguu ccuuuguucc cuaaguccaa

cuacuaaacu gggggauauu augaagggcc uugagcaucu ggauucugcc uaauaaaaaa

cauuuauuuu cauugcugcg uc

145

60

120

180

240

278

60

120

142
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ES 2753201 T3

REIVINDICACIONES

Una molécula de acido nucleico que comprende en la direccién de transcripcion 5 '— 3"

(a) un promotor;

(b) una secuencia de acido nucleico transcribible o una secuencia de acido nucleico para introducir una secuencia
de acido nucleico transcribible; y

(c) una secuencia de acido nucleico que, cuando se transcribe bajo el control del promotor (a), codifica para una
region no traducida en 3' en el transcrito que no esta naturalmente unida a la secuencia de acido nucleico (b), dicha
region no traducida en 3' comprende

(i) (c-4) la secuencia de acido nucleico de la regién no traducida en 3' del Potenciador de la Separacion del Amino
Terminal (AES) que comprende o consiste en una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste
en las SEC ID NOs: 86 a 89, preferentemente la SEQ ID NO: 86, un fragmento de esta, o una variante de dicha
secuencia o fragmento de acido nucleico que es al menos 90 % idéntica a dicha secuencia o fragmento de acido
nucleico; o

(i) (c-8) cualquier combinacién de (c-4) y una o mas secuencias de acido nucleico seleccionadas del grupo que
consiste en:

(c-1) la secuencia de acido nucleico de la regién no traducida en 3' del Fragmento Fc de IgG, Receptor,
Transportador, Alfa (FCGRT) que comprende o consiste en una secuencia de acido nucleico seleccionada del
grupo que consiste en las SEC ID NOs: 1 a 50, preferentemente la SEQ ID NO: 27, un fragmento de esta, o una
variante de dicha secuencia o fragmento de acido nucleico que es al menos 90 % idéntica a dicha secuencia o
fragmento de acido nucleico,

(c-2) la secuencia de acido nucleico de la region no traducida en 3' de la Proteina Especifica de Linfocitos 1 (LSP1)
que comprende o consiste en una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las SEC
ID NOs: 51 a 72, preferentemente la SEQ ID NO: 52, un fragmento de esta, o una variante de dicha secuencia o
fragmento de acido nucleico que es al menos 90 % idéntica a dicha secuencia o fragmento de acido nucleico,
(c-3) la secuencia de acido nucleico de la regién no traducida en 3' del Ligando de Quimiocina 22 (CCL22) que
comprende o consiste en una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las SEC ID
NOs: 73 a 85, preferentemente la SEQ ID NO: 79, un fragmento de esta, o una variante de dicha secuencia o
fragmento de acido nucleico que es al menos 90 % idéntica a dicha secuencia o fragmento de acido nucleico,
(c-4) la secuencia de acido nucleico de la region no traducida en 3' del Potenciador de la Separacion del Amino
Terminal (AES) que comprende o consiste en una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste
en las SEQ ID NOs: 86 a 89, preferentemente la SEQ ID NO: 86, un fragmento de esta, o una variante de dicha
secuencia o fragmento de acido nucleico que es al menos 90 % idéntica a dicha secuencia o fragmento de acido
nucleico,

(c-5) la secuencia de acido nucleico de la region no traducida en 3' del Miembro 3 de la Familia de fosfolipasa D
(PLD3) que comprende o consiste en una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las
SEC ID NOs: 90 a 104, preferentemente la SEQ ID NO: 96, un fragmento de esta, o una variante de dicha
secuencia o fragmento de acido nucleico que es al menos 90 % idéntica a dicha secuencia o fragmento de acido
nucleico,

(c-6) la secuencia de acido nucleico del ARN no codificante del ARN 12S codificado mitocondrialmente (MT-RNR1)
que comprende o consiste en una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las SEC
ID NOs: 105 a 121, preferentemente la SEQ ID NO: 115, un fragmento de esta, o una variante de dicha secuencia
o fragmento de acido nucleico que es al menos 90 % idéntica a dicha secuencia o fragmento de acido nucleico, y
(c-7) la secuencia nucleica de la regién no traducida en 3' del Complejo Principal de Histocompatibilidad Clase I
DR Beta 4 (HLA-DRB4) que comprende o consiste en una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo
que consiste en las SEC ID NOs: 122 a 143, preferentemente la SEQ ID NO: 126, un fragmento de esta, o una
variante de dicha secuencia o fragmento de acido nucleico que es al menos 90 % idéntica a dicha secuencia o
fragmento de acido nucleico,

en donde las secuencias de acido nucleico (b) y (c) bajo el control del promotor (a) pueden transcribirse para
proporcionar un transcrito comun en el que la secuencia de acido nucleico transcrita a partir de la secuencia de
acido nucleico (c) esta activa para aumentar la eficiencia de la traduccion y/o la estabilidad de la secuencia de
acido nucleico transcrita a partir de la secuencia de acido nucleico transcribible (b).

La molécula de acido nucleico como se reivindico en la reivindicacion 1, en donde la secuencia de acido nucleico
(c-8) comprende una combinacion de (c-4) y (c-6), en donde, preferentemente, (c-4) se ubica 5' a (c-6), y/o la
combinacion de (c-4) y (c-6) comprende la secuencia de acido nucleico de la SEQ ID NO: 174, un fragmento de
esta, o una variante de dicha secuencia o fragmento de acido nucleico que es al menos 90 % idéntica a dicha
secuencia o fragmento de acido nucleico.

La molécula de acido nucleico como se reivindicé en la reivindicacion 1 o 2, que comprende ademas (d) una
secuencia de acido nucleico que, cuando se transcribe bajo el control del promotor (a), codifica para una secuencia
de acido nucleico que es una secuencia de poliadenilo, en donde, opcionalmente, la secuencia de poliadenilo
comprende dentro de la secuencia de poliadenilo una secuencia de uno o mas nucleétidos consecutivos que
contienen nucleotidos distintos de los nucleétidos A.

146



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2753201 T3

La molécula de acido nucleico como se reivindicé en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que es una molécula
circular cerrada o una molécula lineal.

La molécula de acido nucleico como se reivindicé en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde la secuencia
de acido nucleico transcribible comprende una secuencia de acido nucleico codificante para un péptido o proteina
y la secuencia de acido nucleico para introducir una secuencia de acido nucleico transcribible es un sitio de
clonacion multiple.

La molécula de acido nucleico como se reivindicd en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que comprende
ademas uno o mas miembros seleccionados del grupo que consiste en: (i) un gen reportero; (ii) un marcador de
seleccion; y (i) un origen de replicacion.

La molécula de acido nucleico como se reivindicé en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que es adecuada,
en particular después de la linealizacion, para la transcripcion in vitro del ARN, en particular del ARNm.

El ARN que puede obtenerse mediante la transcripcion, preferentemente, la transcripcién in vitro, mediante el uso
de una molécula de acido nucleico como se reivindico en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 como un molde.

El ARN que comprende en la direccion 5 '— 3"

(a) una regién no traducida en 5"

(b) una secuencia de acido nucleico codificante para un péptido o proteina; y

(c) una regioén no traducida en 3' que no esta unida naturalmente a la secuencia de acido nucleico (b), dicha region
no traducida en 3' comprende

(i) (c-4) la secuencia de acido nucleico de la region no traducida en 3' del Potenciador de la Separacion del Amino
Terminal (AES) que comprende o consiste en una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste
en las SEC ID NOs: 86 a 89, preferentemente la SEQ ID NO: 86, un fragmento de esta, o una variante de dicha
secuencia o fragmento de acido nucleico que es al menos 90 % idéntica a dicha secuencia o fragmento de acido
nucleico; o

(i) (c-8) cualquier combinacién de (c-4) y una o mas secuencias de acido nucleico seleccionadas del grupo que
consiste en:

(c-1) la secuencia de acido nucleico de la regién no traducida en 3' del Fragmento Fc de IgG, Receptor,
Transportador, Alfa (FCGRT) que comprende o consiste en una secuencia de acido nucleico seleccionada del
grupo que consiste en las SEC ID NOs: 1 a 50, preferentemente la SEQ ID NO: 27, un fragmento de esta, o una
variante de dicha secuencia o fragmento de acido nucleico que es al menos 90 % idéntica a dicha secuencia o
fragmento de acido nucleico,

(c-2) la secuencia de acido nucleico de la region no traducida en 3' de la Proteina Especifica de Linfocitos 1 (LSP1)
que comprende o consiste en una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las SEC
ID NOs: 51 a 72, preferentemente la SEQ ID NO: 52, un fragmento de esta, o una variante de dicha secuencia o
fragmento de acido nucleico que es al menos 90 % idéntica a dicha secuencia o fragmento de acido nucleico,
(c-3) la secuencia de acido nucleico de la regién no traducida en 3' del Ligando de Quimiocina 22 (CCL22) que
comprende o consiste en una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las SEC ID
NOs: 73 a 85, preferentemente la SEQ ID NO: 79, un fragmento de esta, o una variante de dicha secuencia o
fragmento de acido nucleico que es al menos 90 % idéntica a dicha secuencia o fragmento de acido nucleico,
(c-4) la secuencia de acido nucleico de la region no traducida en 3' del Potenciador de la Separacion del Amino
Terminal (AES) que comprende o consiste en una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste
en las SEQ ID NOs: 86 a 89, preferentemente la SEQ ID NO: 86, un fragmento de esta, o una variante de dicha
secuencia o fragmento de acido nucleico que es al menos 90 % idéntica a dicha secuencia o fragmento de acido
nucleico,

(c-5) la secuencia de acido nucleico de la region no traducida en 3' del Miembro 3 de la Familia de Fosfolipasa D
(PLD3) que comprende o consiste en una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las
SEC ID NOs: 90 a 104, preferentemente la SEQ ID NO: 96, un fragmento de esta, o una variante de dicha
secuencia o fragmento de acido nucleico que es al menos 90 % idéntica a dicha secuencia o fragmento de acido
nucleico,

(c-6) la secuencia de acido nucleico del ARN no codificante del ARN 12S codificado mitocondrialmente (MT-RNR1)
que comprende o consiste en una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las SEC
ID NOs: 105 a 121, preferentemente la SEQ ID NO: 115, un fragmento de esta, o una variante de dicha secuencia
o fragmento de acido nucleico que es al menos 90 % idéntica a dicha secuencia o fragmento de acido nucleico,
(c-7) la secuencia nucleica de la regién no traducida en 3' del Complejo Principal de Histocompatibilidad Clase I
DR Beta 4 (HLA-DRB4) que comprende o consiste en una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo
que consiste en las SEC ID NOs: 122 a 143, preferentemente la SEQ ID NO: 126, un fragmento de esta, o una
variante de dicha secuencia o fragmento de acido nucleico que es al menos 90 % idéntica a dicha secuencia o
fragmento de acido nucleico,

en donde la secuencia de acido nucleico (c) es activa para aumentar la eficiencia de la traduccion y/o la estabilidad
de la secuencia de acido nucleico codificante para un péptido o proteina.
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El ARN como se reivindico en la reivindicacion 9, que comprende ademas (d) una secuencia de acido nucleico que
es una secuencia de poliadenilo que opcionalmente comprende dentro de la secuencia de poliadenilo una
secuencia de uno o mas nucleétidos consecutivos que contienen nucleétidos distintos de los nucleétidos A, en
donde, preferentemente, dicha secuencia de acido nucleico (d) esta ubicada en el extremo 3' de dicho ARN, y/o
las secuencias de acido nucleico (c) y (d) estan activas para aumentar la eficiencia de la traduccion y/o la
estabilidad de la secuencia de acido nucleico codificante para un péptido o proteina.

El ARN como se reivindicé en la reivindicacion 9 o 10, que ademas comprende (e) un casquete 5'.

Un método para obtener ARN, que comprende:
(i) proporcionar una molécula de acido nucleico como se reivindicé en cualquiera de las reivindicaciones 1a 7, y
(ii) transcribir el ARN mediante el uso de la molécula de acido nucleico como un molde.

Un método para obtener un péptido o proteina, que comprende:

(i) obtener el ARN codificante para el péptido o proteina de acuerdo con el método de conformidad con la
reivindicacion 12, y

(ii) traducir el ARN.

El método como se reivindicé en la reivindicaciéon 12 o 13, caracterizado porque comprende, ademas, antes de
la transcripcion de la molécula de acido nucleico, la escision de la molécula de acido nucleico.

Un método para obtener ARN, que comprende:

(i) acoplar una secuencia de acido nucleico (b) que, cuando se transcribe, codifica para una region no traducida en
3', en el extremo 3' de una secuencia de acido nucleico transcribible (a) que comprende una secuencia de acido
nucleico codificante para un péptido o proteina, en donde la secuencia de acido nucleico (a) no esta unida
naturalmente a la secuencia de acido nucleico (b), y

(ii) transcribir el acido nucleico obtenido,

dicha region no traducida en 3' comprende

(iia) (b-4) la secuencia de acido nucleico de la region no traducida en 3' del Potenciador de la Separacion del Amino
Terminal (AES) que comprende o consiste en una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste
en las SEC ID NOs: 86 a 89, preferentemente la SEQ ID NO: 86, un fragmento de esta, o una variante de dicha
secuencia o fragmento de acido nucleico que es al menos 90 % idéntica a dicha secuencia o fragmento de acido
nucleico; o

(iib) (b-8) cualquier combinacion de (b-4) y una o mas secuencias de acido nucleico seleccionadas del grupo que
consiste en:

(b-1) la secuencia de acido nucleico de la regién no traducida en 3' del Fragmento Fc de IgG, Receptor,
Transportador, Alfa (FCGRT) que comprende o consiste en una secuencia de acido nucleico seleccionada del
grupo que consiste en las SEC ID NOs: 1 a 50, preferentemente la SEQ ID NO: 27, un fragmento de esta, o una
variante de dicha secuencia o fragmento de acido nucleico que es al menos 90 % idéntica a dicha secuencia o
fragmento de acido nucleico,

(b-2) la secuencia de acido nucleico de la regién no traducida en 3' de la Proteina Especifica de Linfocitos 1 (LSP1)
que comprende o consiste en una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las SEC
ID NOs: 51 a 72, preferentemente la SEQ ID NO: 52, un fragmento de esta, o una variante de dicha secuencia o
fragmento de acido nucleico que es al menos 90 % idéntica a dicha secuencia o fragmento de acido nucleico,
(b-3) la secuencia de acido nucleico de la region no traducida en 3' del Ligando de Quimiocina 22 (CCL22) que
comprende o consiste en una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO:
73 a 85, preferentemente la SEQ ID NO: 79, un fragmento de esta, o una variante de dicha secuencia o fragmento
de acido nucleico que es al menos 90 % idéntica a dicha secuencia o fragmento de acido nucleico,

(b-4) la secuencia de acido nucleico de la region no traducida en 3' del Potenciador de la Separacion del Amino
Terminal (AES) que comprende o consiste en una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste
en las SEC ID NO: 86 a 89, preferentemente la SEQ ID NO: 86, un fragmento de esta, o una variante de dicha
secuencia o fragmento de acido nucleico que es al menos 90 % idéntica a dicha secuencia o fragmento de acido
nucleico,

(b-5) la secuencia de acido nucleico de la region no traducida en 3' del Miembro 3 de la Familia de Fosfolipasa D
(PLD3) que comprende o consiste en una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las
SEQ ID NO: 90 a 104, preferentemente la SEQ ID NO: 96, un fragmento de esta, o una variante de dicha secuencia
o fragmento de acido nucleico que es al menos 90 % idéntica a dicha secuencia o fragmento de acido nucleico,
(b-6) la secuencia de acido nucleico del ARN no codificante del ARN 12S codificado mitocondrialmente (MT-RNR1)
que comprende o consiste en una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las SEC
ID NOs: 105 a 121, preferentemente la SEQ ID NO: 115, un fragmento de esta, o una variante de dicha secuencia
o fragmento de acido nucleico que es al menos 90 % idéntica a dicha secuencia o fragmento de acido nucleico,
(b-7) la secuencia nucleica de la region no traducida en 3' del Complejo Principal de Histocompatibilidad Clase I
DR Beta 4 (HLA-DRB4) que comprende o consiste en una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo
que consiste en las SEC ID NO: 122 a 143, preferentemente la SEQ ID NO: 126, un fragmento de esta, o una
variante de dicha secuencia o fragmento de acido nucleico que es al menos 90 % idéntica a dicha secuencia o
fragmento de acido nucleico,
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en donde las secuencias de acido nucleico (a) y (b) pueden transcribirse para proporcionar un transcrito comun en
el que la secuencia de acido nucleico transcrita a partir de la secuencia de acido nucleico (b) esta activa para
aumentar la eficiencia de la traduccion y/o la estabilidad de la secuencia de acido nucleico transcrita a partir de la
secuencia de acido nucleico transcribible (a).

El método como se reivindicé en la reivindicacion 15, que comprende ademas el acoplamiento de una secuencia
de acido nucleico (c) que, cuando se transcribe, codifica para una secuencia de acido nucleico que es una
secuencia de poliadenilo que opcionalmente comprende dentro de la secuencia de poliadenilo una secuencia de
uno o mas nucledtidos consecutivos que contiene nucleétidos distintos de los nucleétidos A, en el extremo 3' de la
secuencia de acido nucleico (b), en donde, preferentemente, las secuencias de acido nucleico (a), (b), y (c) pueden
transcribirse para proporcionar un transcrito comun en el que las secuencias de acido nucleico transcritas a partir
de las secuencias de acido nucleico (b) y (c) estan activas para aumentar la eficiencia de la traduccion y/o la
estabilidad de la secuencia de acido nucleico transcrita a partir de la secuencia de acido nucleico transcribible (a).

Un método para obtener un péptido o proteina, que comprende:
(i) obtener ARN mediante el método de conformidad con la reivindicacion 150 16, y
(ii) traducir el ARN.

El método como se reivindicd en cualquiera de las reivindicaciones 12 a 17, en donde la transcripcion se realiza in
vitro.

El ARN que se obtiene mediante el método como se reivindicd en cualquiera de las reivindicaciones 12, 14 a 16y
18.

Un método para obtener un péptido o proteina, que comprende traducir el ARN como se reivindicé en cualquiera
de las reivindicaciones 8 a 11y 19.

El ARN como se reivindico en cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11y 19 para usar en un método de transfeccion
de una célula huésped, en donde, preferentemente, la célula huésped es una célula presentadora de antigeno, en
particular una célula dendritica, un monocito o un macréfago.

El ARN como se reivindico en cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11y 19 para usar en un método de vacunacion.

El ARN como se reivindicé en cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11 y 19 para usar en un método de
reprogramacion de células somaticas en células que tienen caracteristicas de células madre.
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 9
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Figura 10
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Figura 11
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Figura 12 A
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Figura 12 B
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Figura 13
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Figura 14
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Figurald
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Figura 14
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Figura 14 G
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