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DESCRIPCION
Polirribonucleétido estabilizado que codifica una proteina de fibra elastica

La presente invencion se refiere a un polirribonucledétido, una composicion cosmética y farmacéutica que
comprende el polirribonucledtido, y un producto médico que comprende el polirribonucledtido o la
composicion.

Las fibras elasticas son las estructuras mas grandes de la matriz extracelular. Confieren al tejido propiedades
elasticas. Las fibras elasticas constan de dos componentes morfolégicamente distintos. El primer y mayor
componente de la fibra madura es la elastina. El segundo componente son las microfibrillas, que se
componen principalmente de fibrilina y estan asociadas con otras proteinas, tales como las glucoproteinas
asociadas a microfibrillas (MAGP, por sus siglas en inglés), fibulinas y la proteina localizada en la interfase
elastina-microfibrillas (EMILIN). En la reticulacion de las fibras elasticas esta implicada la lisil oxidasa (LOX).

La elastina y su precursora soluble tropoelastina se cuentan entre las principales proteinas estructurales del
cuerpo. La primera da forma y soporte al tejido conjuntivo de la piel y es responsable de la elasticidad de las
arterias y los pulmones.

La elastina esta codificada por el gen ELN. Las mutaciones en el gen ELN pueden originar enfermedades
hereditarias tales como dermatocalasia, sindrome de Williams-Beuren y estenosis adrtica congénita
subvalvular (SVAS, por sus siglas en inglés).

Los vasos sanguineos arterioscleréticos experimentan una pérdida de elastina que no puede ser
compensada de manera natural por las células involucradas en la regeneracion. Esto se debe a que las
células productoras

de elastina solo sintetizan y secretan nueva elastina hasta una determinada edad y durante el crecimiento del
organismo. A continuacion, la proteina se reticula en el espacio extracelular consigo mismo y con otras
proteinas

del tejido conjuntivo. Al ser la elastina particularmente duradera debido a la reticulacion, las necesidades del
organismo quedan cubiertas una vez que se alcanza la talla corporal definitiva, y la sintesis se detiene en
gran medida.

Debido a la sintesis reducida de elastina, en la vejez se producen relajacion de la piel y formacion de arrugas.

No se encuentran disponibles terapias satisfactorias, y aun menos causales, para una sintesis deficitaria de
proteina de fibra elastica, en particular elastina.

Hirano et al. (2007), Functional rescue of elastin insufficiency in mice by the human elastin gene: implications
for mouse models of human disease (Rescate funcional de la insuficiencia de elastina en ratones por el gen
de la elastina humana: implicaciones para los modelos en ratén de la enfermedad humana), Circulation
Research 101: 523-531, describen la insercidon de elastina humana en oocitos de ratén por medio de un
plasmido de ADN.

Sin embargo, este enfoque no es adecuado para un uso terapéutico en seres humanos.

El documento WO 2007/024708 se ocupa en general de la estabilizacion de ARNm y de la reduccién de su
inmunogenicidad mediante la introduccion de nucleétidos modificados. El documento WO 2009/127230 trata
del uso de ARNm modificado en los nucledtidos como ingrediente de una composiciéon inmunosupresora. En
el documento

El documento WO 2008/052770 se describe un ARNm modificado en las bases. EI documento WO
2011/008904 propone el uso de un ADNc de elastina para el tratamiento cosmético. Xiong et al. (2008), J.
Vas. Surg., vol. 48, pags. 965-973, describen la expresion de tropoelastina mediada por AV en un modelo de
elastasa en ratas para aneurismas aodrticos abdominales.

Con estos antecedentes, es una mision de la presente invenciéon poner a disposicion una sustancia con la
que se puedan resolver los problemas mencionados al principio. En particular, se deberia proporcionar un
sustancia de este tipo con la que se pudiera contrarrestar una deficiencia de fibras elasticas o de proteina de
fibra elastica y se pudiera estimular la sintesis de fibras elasticas o de proteina de fibra elastica.

Esta misién se logra poniendo a disposicion un polirribonucleétido que codifica una elastina/tropoelastina, que
tiene una secuencia nucleotidica que presenta al menos una modificacién quimica que estabiliza el
polirribonucleétido,

en donde al menos aprox. 25% de las uridinas del polirribonucledtido estan reemplazadas por pseudouridina
y aprox. 25% de las citidinas del polinucledtido estan reemplazadas por 5-metilcitidina, para estabilizar el
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polirribonucleétido.

Los inventores han constatado, sorprendentemente, que se puede contrarrestar causalmente una deficiencia
en la sintesis de proteina de fibra elastica si se proporciona a la célula la secuencia codificante en forma
directamente traducible. Se puede introducir en las células a regenerar el polirribonucleétido conforme a la
invencion e inducir in situ la sintesis de elastina/tropoelastina. Las células insertan la elastina/tropoelastina
sintetizada en la ruta natural del ensamblaje de las fibras elasticas. Con ello no solo se induce la sintesis de
elastina/tropoelastina, sino también la neosintesis de las fibras elasticas. Ni la aplicacién de la proteina
elastica como tal ni la de otras proteinas que estan implicadas en la génesis de fibras elasticas, han podido
proporcionar hasta ahora resultados comparables.

En el estado de la técnica esta ampliamente descrita la estabilizacion de polirribonucleétidos, por ejemplo de
ARNmM. Se remitira a las siguientes publicaciones: US 2009/0093433, WO 2011/012316, WO 2012/135805,

WO 2012/045082, WO 2012/019168, WO 2012/045075, WO 2012/158736. Ademas, la estabilizacion de
ARNm por modificaciéon quimica de los ribonucleétidos esta descrita en las publicaciones de Warren et al.
(2010), High efficient reprogramming to pluripotency and directed differentiation of human cells with synthetic
modified mRNA (Reprogramacion con alta eficiencia para la pluripotencia y diferenciacion dirigida de células
humanas con ARNm modificado sintético), Cell Stem Cell 7, pags. 618 a 630, y de Kormann et al. (2011),
Expression of therapeutic proteins after delivery of chemically modified mRNA in mice (Expresion de proteinas
terapéuticas tras la administracion de ARNm quimicamente modificado en ratones), Nature Biotechnology,
vol. 29, nim. 2, pags. 154 a 159, Mandai y Rossi (2013), Reprogramming human fibroblast to pluripotency
using modified mRNA (Reprogramacion de fibroblastos humanos para la pluripotencia utilizando ARNm
modificado), Nature Protocols,

vol. 8, num. 3, pags. 568 a 582.

También estan ampliamente descritos en el estado de la técnica procedimientos para la sintesis de
polirribonucledtidos, por ejemplo de ARNm. Uno de los procedimientos adecuados es la transcripcion in vitro
(IVT, por sus siglas en inglés). Al ARNm resultante también se le denomina ARNm de IVT.

Los inventores se han percatado de que se puede compensar de manera selectiva la sintesis de proteina de
fibra elastica in situ, es decir en la célula, una deficiencia que es consecuencia, por ejemplo, de una mutacion
o de una interrupcion, debida a la edad, de la sintesis natural.

Gracias a la modificacion quimica, el polirribonucleétido es lo suficientemente estable como para ser
traducido por la maquinaria propia de la célula. Sin embargo, el polirribonucleétido conforme la invencion es
lo suficientemente inestable como para desarrollar un efecto solo transitorio, de modo que en gran medida se
evitan efectos secundarios.

Segun han podido demostrar los inventores, la respuesta inmunitaria de un organismo tratado con el
polinucledtido conforme a la invencion es significativamente menor que cuando se utiliza un
polirribonucleétido de referencia sin modificar quimicamente. Con ello se incrementa adicionalmente la
utilidad terapéutica del polirribonucleétido conforme a la invencién.

Queda asi completamente lograda la misién que sirve de base a la invencion.
Conforme a la invencidn, la proteina de fibra elastica es elastina/tropoelastina.

Esta medida presenta la ventaja de que el polirribonucleétido conforme a la invencion esta configurado para
inducir la sintesis in situ de una importante proteina de fibra elastica. Preferiblemente, dicha proteina de fibra
elastica es la variante humana, de modo que se favorece el uso en seres humanos.

Se prefiere ademas, conforme a la invencién, que el polirribonucleétido sea un ARNm.

Esta medida presenta la ventaja de proporcionar el polirribonucleétido en una forma que puede ser utilizada
inmediatamente por la maquinaria de sintesis proteica propia de la célula. Se puede tratar en este caso, por
ejemplo, de un ARNm transcrito in vitro (ARNm de IVT).

Se prefiere en particular, conforme a la invenciéon, un ARNm de la elastina humana estabilizado por
modificacion quimica, variante de transcripcion 1 (ADNc, banco de datos del NCBI NM_000501.2; SEQ ID n.°
2), variante de transcripcion 2 (ADNc, banco de datos del NCBI NM_001081752.1; SEQ ID n.° 3), variante de
transcripcion 3 (ADNc, banco de datos del NCBI NM_001081753.1; SEQ ID n.° 4), variante de transcripcion 4
(ADNc, banco de datos del NCBI NM_001081754.1; SEQ ID n.° 5), variante de transcripcion 5 (ADNc, banco
de datos del NCBI NM_001081755.1; SEQ ID n.° 6).

La al menos una modificaciéon quimica que estabiliza el polirribonucledtido comprende una uridina y/o citidina
modificadas.
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A través de esta medida, los inventores han utilizado el conocimiento descrito, por ejemplo, por Kormann et
al. (véase mas arriba) de que, tras una modificacion quimica de los ribonucleétidos de uridina y/o los
ribonucledtidos de citidina, los ARNm de estructuras del sistema inmunitario, tales como los PRR (del inglés
"Pattern Recognition Receptors", o receptores de reconocimiento de patrones) que median en la transduccion
de sefial o los receptores tipo "Toll", son reconocidos de manera menos satisfactoria, con lo desencadenan
una respuesta inmunitaria significativamente debilitada y alcanzan una semivida mas larga.

Conforme a la invencién, un nucleésido comprende también el nucleétido correspondiente que, como
diferencia respecto al nucledsido, tiene ademas restos fosfato.

La uridina modificada quimicamente conforme a la invencion es pseudouridina.
La citidina modificada quimicamente conforme a la invencion es 5-metilcitidina.
Conforme a la invencion, estan modificadas al menos 25% de las uridinas y/o citidinas.

Aunque también pueden modificarse al menos aprox. 50% o aprox. 100% de las uridinas y/o citidinas, los
inventores han constatado que una modificacion de hasta aprox. 25% de los nucledsidos es suficiente para
estabilizar el polirribonucledtido conforme a la invencion y reducir la respuesta inmunitaria. Esto presenta la
ventaja de que los costes de producir el polirribonucleétido conforme a la invencidon son significativamente
mas bajos que en el caso de una modificacion al 100%.

Segun un desarrollo preferido, la modificacion quimica se selecciona del grupo consistente en: estructura de
caperuza 5', preferiblemente una caperuza de guanina 5', cola de poli(A), un analogo a estructura de
caperuza [ARCA (del inglés "Anti-Reverse Cap Analog", o analogo de caperuza antiinverso); 3'O-Me-
m’G(5")ppp(5')ppp(5')G)], un refuerzo de la secuencia de inicio de traduccion en el codon de inicio AUG, por
ejemplo mediante la secuencia (CCCCGC)aucGagAUG.

Mediante esta medida se logra de forma ventajosa una estabilizacion adicional del polirribonucledtido
conforme a la invencion.

Segun un desarrollo preferido, el polirribonucleétido conforme a la invencion tiene la secuencia SEQ ID n.° 1,
en la que al menos aprox. 25% de las uridinas y/o en la que al menos aprox. 25% de las citidinas estan
modificadas quimicamente.

Segun se ha mencionado mas arriba, ciertamente también pueden estar modificados al menos aprox. 50% o
al menos aprox. 100% de los nucledsidos, pero es suficiente una modificacion de aprox. 25%.

La definicion dada mas arriba para "modificado quimicamente" es aplicable aqui de manera analoga. Se
realiza preferiblemente un intercambio de uridina (U) por pseudouridina o por trifosfato de pseudouridina
(WUTP) y/o de citidina (C) por 5-metilcitidina o por trifosfato de 5-metilcitidina (mCTP).

El polirribonucleétido conforme a la invencién codifica preferiblemente una secuencia aminoacidica
seleccionada del grupo consistente en: SEQ IDn.°7, SEQID n.° 8, SEQID n.°9, SEQID n.° 10 y SEQ ID n.°
11.

Esta medida presenta la ventaja de que el polinucleétido conforme a la invencion para una de las distintas
isoformas de la elastina (SEQ ID n.° 7: isoforma a, banco de datos del NCBI NP_00049.2; SEQ ID n.° 8:
isoforma b, banco de datos del NCBI NP_001075221.1; SEQ ID n.° 9: isoforma c, banco de datos del NCBI
NP_001075222.1; SEQ ID

n.° 10: isoforma d, banco de datos del NCBI NP_001075223.1; SEQ ID n.° 11: isoforma e, banco de datos del
NCBI NP_001075224.1). Las isoformas de elastina presentan el efecto conocido conforme la invencion.

Conforme a la invencion, se prefiere que el polirribonucleétido se disefie para inducir la sintesis de proteinas
de fibra elastica, particularmente en la pérdida de elasticidad cutanea relacionada con la edad (formacion de
arrugas), estimular la cicatrizacion de heridas, para tratar una sintesis deficitaria de proteina de fibra elastica
o para tratar una enfermedad seleccionada del grupo consistente en: arteriosclerosis, estenosis aortica,
aneurisma aodrtico, enfisema pulmonar, dermatocalasia, sindrome de Williams-Beuren, estenosis aodrtica
congénita subvalvular (SVAS).

Con el polirribonucleétido conforme a la invencion se puede tratar, ademas, el tejido vaginal, por ejemplo a
consecuencia de un embarazo, para estimular la sintesis de elastina y recuperar la elasticidad.

Ademas, el polirribonucleétido conforme a la invencién puede disefiarse para aplicaciones dentales, por
ejemplo para la reconstruccion y/o regeneracion de tejidos blandos y duros del periodonto. Por lo tanto, el
polirribonucleétido conforme a la invencidon esta previsto o disefiado preferiblemente para la aplicacion
transdérmica.
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Estas medidas presentan la ventaja de que el polirribonucleétido conforme a la invencion esta disefiado para
tratar enfermedades y sintomas importantes que pueden originarse como resultado de una sintesis reducida
de proteina de fibra elastica.

En consecuencia, en la presente memoria se describe también el uso del polirribonucleétido conforme a la
invencioén para los fines antes mencionados.

Ademas, la invencion puede emplearse en un procedimiento para inducir la sintesis de proteinas de fibra
elastica,

en particular para los fines antes mencionados, que comprende los siguientes pasos: (1) proporcionar el
polirribonucleétido conforme a la invencién, eventualmente en una formulacion farmacéuticamente aceptable
0 cosméticamente aceptable y (2) administrar el polirribonucleétido al interior o al exterior de un organismo.

La administracion del polirribonucleétido al interior o al exterior de un organismo se puede realizar mediante
una aplicacion topica, por ejemplo sobre la piel del organismo, preferiblemente la piel humana. Para ello, el
polinucleétido puede ser parte de una forma farmacéutica dermatolégica tal como una crema, locién, pomada,
etc. No obstante,

la administracion también se puede efectuar por via sistémica, oral, intravenosa, intraarterial, intramuscular,
intratecal, subcutanea, intraperitoneal, intracardiaca, intravitrea o intradsea, etc., mediante formas
farmacéuticas adecuadas.

La administracion transdérmica del polinucleétido conforme a la invencion se puede realizar por medio de
microagujas, nanoparches, nanoparticulas o por medio de un cafién génico. Son adecuados, ademas,
sistemas activos que se valen de la iontoforesis. En esta técnica se hace pasar a través de la piel una
corriente eléctrica muy pequefia, que transporta las moléculas cargadas. Un ejemplo de esto es el sistema de
iontoforesis LTS-TTS de la empresa LTS Lohmann Therapie-Systeme AG, de Andernach, Alemania.

Con estos antecedentes, la presente invencion se refiere también a una composicién que comprende el
polirribonucledtido conforme a la invencion. La composicién segun la invencion puede ser una composicion
cosmética y/o farmacéutica que tenga una formulacion cosméticamente aceptable o farmacéuticamente
aceptable. Las formulaciones cosmética y farmacéuticamente aceptables son conocidas en general en el
estado de la técnica. Estan descritas, por ejemplo, en el tratado de Kibbe ef al., Handbook of Pharmaceutical
Excipients (Manual de excipientes farmacéuticos), 52 edicion (2006), American Pharmaceutical Association.
Las composiciones pueden estar disefiadas en forma de preparado Unico que contiene el polirribonucleétido
segun la invencion como Unica sustancia activa. No obstante, también pueden contener aditivos vy,
eventualmente, otras sustancias activas y auxiliares que son ventajosas para los usos segun la invencion,
entre las que se cuentan agentes de transfeccion tales como liposomas, hidrogeles, polimeros catiénicos o
péptidos, sales, agentes aglutinantes, disolventes, dispersantes y otras sustancias cominmente utilizadas en
relacion con la formulacién de productos cosméticos y de medicamentos.

Segun un desarrollo preferido conforme a la invencion, la composicion puede comprender adicionalmente un
inmunosupresor, preferiblemente un inhibidor de interferén.

Esta medida presenta la ventaja de que se reduce aun mas la respuesta inmunitaria de un anfitrion tratado
con el polirribonucleétido conforme a la invencion, ya reducida por la modificaciéon quimica. La represion de la
respuesta inmunitaria tras la administracion de un ARNm terapéutico mediante el uso del inhibidor de
interferon B18R, que es adecuado para ser usado conforme a la invencién, estd documentada en el estado
de la técnica, por ejemplo en Warren et al. (véase mas arriba).

Otro objeto de la presente invencion se refiere a un producto médico, por ejemplo un parche o implante, que
comprende el polirribonucleétido conforme a la invencion o la composiciéon conforme a la invencién o bien
esta revestido con estos. El implante puede ser un implante médico, preferiblemente un stent, incluido un
stent coronario, o un implante vascular, un injerto con stent o un implante 6seo.

Mediante el implante se pueden tratar especificamente vasos sanguineos arterioscleréticos y/o zonas de
tejido local, tales como el tejido vaginal, los tejidos blandos y duros del periodonto, para recuperar la
elasticidad.

Otro objeto de la presente invencion se refiere a un apdsito para heridas, que esta revestido con el
polirribonucleétido conforme a la invencion.

Un aposito para heridas semejante puede, al inducir la sintesis de elastina, reducir la formacién de cicatrices
y mantener la elasticidad del tejido cicatricial.

Se explicara ahora con mas detalle la presente invencion por medio de ejemplos de realizacion, de los cuales
se desprenden otras propiedades y ventajas de la invencién. Los ejemplos son puramente ilustrativos y no
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limitan el alcance de la invencion. Se hara referencia en ellos a las figuras adjuntas. Estas muestran:

Figura 1: Mediante PCR especifica para ELN se verificaron en cuanto al inserto preparaciones de
plasmido procedentes de cuatro colonias bacterianas individuales seleccionadas. Deteccion de
los productos de PCR por medio de electroforesis en gel de agarosa, 1,2% (120 V, 30 min).
Ciclos de PCR: desnaturalizacion: 3 min, 94 °C; 1: 40 s, 94 °C - 2: 1 min, 58 °C - 3: 2,5 min, 72
°C; amplificacion final: 7 min, 72 °C;

Figura 2:  Se determinaron enzimas de restriccion de corte inequivoco mediante digestion de prueba del
plasmido y posterior analisis en gel de agarosa al 1% (120 V, 40 min). Bandas: 1:
marcador/escalera de ADN, 2-5: digestion de prueba del plasmido con distintas enzimas de
restriccion de corte "aguas abajo" (3'): 2: Not |, 3: Xba |, 4: Bfa |, 5: Xho I, 6: digestién con enzima
de corte "aguas arriba" (5'), EcoRl, 7-10: se combinaron enzimas de corte aguas abajo con Ecor |
(doble digestion), secuencia igual que en 2-5. kb = kilobases;

Figura 3: ARNm de ELN sintetizado in vitro, en electroforesis en gel de agarosa desnaturalizante al 1%
(formaldehido al 16%, 100 V, 45 min). 1: reaccion IVT después de 3 h de incubacion; 2: reaccion
IVT con mezcla de poliadenilacion e incubacion de 25 minutos; 3; lo mismo que 2, después de

45 min; 4: marcadores; 5-6: ARNm de ELN purificados, poliadenilados; 5, 6: con el kit Ambion MEGAclear
(nimero de catalogo AM1908); 7: con el kit Qiagen RNeasy Midi, cantidad doble de ARN
(numero de catalogo: 75142);

Figura 4:  Deteccion de la expresion de gen informador: deteccion de la expresion de luciferasa después

de transfeccion de ARNm de luciferasa, de IVT, en EA.hy926. h. d. t. = horas después de la transfeccion; d. d.
t. = dias después de la transfeccion;

Figura 5:  Proteina ELN sintetizada in vitro sobre la base de cuatro diferentes ARNm de ELN sintetizados

in vitro y testigos: 1, 2: marcadores; 3-6; sintesis proteica con ARNm de ELN procedente de diversas
reacciones de transcripcion in vitro (5: ARNm con nucleétidos modificados); 7: reaccion de
traduccion in vitro sin ARNm (testigo negativo); 8: igual que 7, pero con adicidon de proteina de
elastina soluble humana de Calbiochem (nimero de catalogo: 324751) después del periodo de
incubacion; 9: solamente la proteina de elastina de Calbiochem disuelta en agua —segun la ficha
técnica, la proteina debe correr como una banda de frotis entre 5 y 60 kDa. La proteina de
elastina nativa se detecta por medio del anticuerpo utilizado a una altura de aprox. 50 kDa.

Figura 6:  Deteccion de la expresion de elastina a través de la medicion de la cantidad de tropoelastina en
células EA.hy926 después de la transfeccion en tres dias consecutivos con ARNm para ELN,

de IVT; este contenia diversas proporciones de acidos nucleicos modificados (mCTP/YYUTP) y Lipofectamine
2000. Sirvieron como testigos negativos ARN o Lipofectamine 2000 solos.

Figura 7:  Deteccion de la expresion de elastina en el sobrenadante de las células EA.hy926 después de la
transfeccion con ARNm para ELN, de IVT, con 100% de modificacion (mCTP/WYUTP) mediante
ensayos de transferencia de puntos; M: solamente medio de cultivo celular, M + L: medio de
cultivo celular mas reactivo de transfeccion.

Figura 8:  Inmunoactivacion de células EA.hy926 después de la transfeccion con ARNm para ELN, de IVT;
las expresiones se normalizaron con respecto al gen constitutivo GAPDH. Los testigos negativos
se fijaron en 1.

Figura 9: Deteccion de la expresion de gen informador: imagenes microscépicas de vasos "con stent",
centrandose el foco en la frontera entre stent y tejido. A, B: testigos negativos (stents no
revestidos). C-E: stents revestidos con ARNm de eGPF. La ampliacion de las imagenes
corresponde a un campo de 30 x 30 pm. llustraciones superiores: imagenes originales.
llustraciones inferiores: imagenes con FIDSAM y correccion de contraste.

Figura 10: Deteccion de la expresion de luciferasa en piel porcina después de la transfeccion con ARNm de
luciferasa

Ejemplos de realizacion
1. Constructos de plasmido para la sintesis de ARN

Se obtuvo de Thermo Scientific un plasmido que codificaba elastina, variante 1 de transcripcion (SEQ ID n.°
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2) y que contenia un promotor Sp6, pCMV-Sp6_ELN, clonado en E. coli.

El plasmido que codificaba luciferasa y que contenia promotor T7, pCMV-GLuc-1, que se utilizé6 como gen
informador, se obtuvo de Nanolight Technology, Inc. y se cloné en E. coli competentes para EZ de Qiagen,
procedentes del kit de clonacion PCT de Qiagen.

Los plasmidos contenian sitios para la secuenciacion con cebadores tales como, por ejemplo, los cebadores
M13 directo e inverso, y regiones promotoras para polimerasas, tales como la Sp6 y la T7. Estas secuencias
se pueden encontrar en direcciéon 5' o 3' con respecto a la secuencia de interés insertada. Ademas, la region
de insercion esta flanqueada por cortas secuencias de reconocimiento para enzimas de restriccion
especificas.

2. Verificacién de los insertos de plasmido
Los plasmidos se aislaron con el kit Qiagen Plasmid Maxi (Qiagen).

Se construyeron cebadores especificos de inserto con un Designtool (herramienta de disefio) del NCBI para
cebadores libres, y fueron preparados por Eurofins MWG Operon. Se verificaron los insertos de plasmido por
medio de PCR con pares de cebadores especificos de inserto (Figura 1) utilizando los siguientes parametros
de ciclo: desnaturalizaciéon: 3 min a 94 °C; 1: 40 s a 94 °C; 2: 1 min a 58 °C; 3: 2,5 min a 72 °C; repeticion de
los pasos 1-3, 28x; amplificacion final: 7 min, 72 °C.

Ademas, los insertos de plasmido fueron totalmente secuenciados por la empresa GATC Biotech con
cebadores de disefio propio, especificos de inserto, y con cebadores M13 hacia adelante y hacia atras. El
ensamblaje de la secuencia se realizd con el programa DNABaser.

3. Sintesis in vitro de ARNm de ELN con distintas proporciones de acidos nucleicos modificados

Para la transcripcion in vitro (IVT), se linealizaron los plasmidos aguas abajo del gen de interés con el sistema
de enzimas FastDigest (Fermentas/Thermo Scientific) y se purificaron con el kit de purificacion MinElute PCR
(Qiagen). Se efectuaron digestiones de prueba antes del experimento (Figura 2).

La transcripcion in vitro se realizé con el kit MEGAscript Sp6 de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Para cada reaccion IVT de 40 pL se utilizé 1 pg de plantilla linealizada. Para optimizar la estabilidad y la
citocompatibilidad de los ARNm de IVT, en las reacciones se combinaron distintas proporciones de los
trifosfatos de acido nucleico 5-metilcitidina y pseudouridina (TriLink Biotechnologies) con nucleotidos estandar
del kit.

Tabla 1: Mezclas de nucledtidos en las reacciones IVT con distintas proporciones de 5-metilcitidina y
pseudouridina

CTP 5-Metilcitidina UTpP Pseudouridina
25% de modificacion 5,25 mM 1,75 mM 5,25 mM 1,75 mM
50% de modificacion 3,5mM 3,5mM 3,5mM 3,5mM
100% de modificacién - 7mM - 7 mM

En cada reaccion IVT se utilizaron ATP 6 mM, GTP 3 mM (del kit) y 3'-O-Me-m’G(5")ppp(5')G (analogo de
caperuza antiinverso de New England Biolabs) 2 mM. Se afiadieron otros componentes como se indica en las
instrucciones para el kit.

Las reacciones se incubaron durante 3,5 horas a 37 °C y se trataron con DNasa | del kit al final del periodo
de incubacién para eliminar el ADN plantilla, de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

La poliadenilacion se efectud con el kit de adicion de cola PolyA (Ambion) de acuerdo con las instrucciones
del fabricante.

El ARNm se purifico con el kit RNeasy Mini (Qiagen). La deteccion del ARNm de elastina se llevé a cabo
mediante electroforesis en gel de agarosa desnaturalizante (Figura 3). Las concentraciones de los ARNm se
determinaron con un aparato BioPhotometer 6131 (Eppendorf).

4. Traduccion in vitro de ARNm transcritos in vitro

La calidad del ARNm transcrito in vitro se determiné indirectamente mediante traduccion in vitro con el kit de
lisado de reticulocitos Retic Lysate Kit (Ambion) después de la medicion de luminiscencia, en cuanto a
luciferasa, o el analisis por tincion Western, en cuanto a elastina. Las reacciones de traduccioén in vitro se
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llevaron a cabo de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
5. Lineas celulares y agentes quimicos para la transfeccion de ARNm de IVT

Para los primeros experimentos se utilizaron las lineas celulares de carcinoma de pulmén A549 y SK-MES.
Se utilizé la linea celular EA-hy926 de hibridoma de células endoteliales con A549 para establecer métodos
de transfeccion eficaces para células y tejidos endoteliales.

Todas las transfecciones con ARNm se realizaron utilizando el reactivo de transfeccién Lipofectamine 2000
(Invitrogen/Life Technologies). Como medio para las transfecciones se utilizdé Opti-MEM (Gibco/Life
Technologies). Los testigos negativos para todos los experimentos fueron Opti-MEM con las mismas
cantidades de Lipofectamine 2000 que se habian utilizado para las transfecciones con ARNm, o ARNm sin
reactivo de transfeccion en Opti-MEM.

6. Transfeccion de ARNm de IVT en cultivo celular

Para las transfecciones con ARNm de elastina, un dia antes de los experimentos se extendieron en placas
las células, a una densidad de 500.000 células por pocillo, en placas de 6 pocillos.

La transfeccion se realizé con 5 0 10 uyg de ARNm de elastina y 3,3 uL de reactivo de transfeccién por pocillo,
diluidos en Opti-MEM, basandose en las indicaciones del fabricante.

Se afiadié a las células el medio con los complejos de transfeccion de ARNm y se incubaron las placas
durante

4 horas en condiciones de cultivo celular. Posteriormente se reemplazé una fraccién de 2/3 de la mezcla de
transfeccion por medio de cultivo celular fresco y se incubaron las células durante la noche. Este
procedimiento de transfeccion se repiti6 durante los 2 dias siguientes. Al tercer dia, se reemplazaron
totalmente los complejos de transfeccion por cultivo celular fresco.

Se analizaron el medio y las células un dia después de la ultima transfeccion.
7. Expresion del gen informador de luciferasa in vitro

La primera determinacion de la expresion de luciferasa se efectud 5 horas después de la transfeccion, y luego
cada dia, hasta que la expresién decrecié. Para medir la luminiscencia, que representa la expresion de
luciferasa, se tomaron de cada pocillo 20 pL de medio transcurridas 6/24/48/72 horas y 5/10/25 dias después
de la transfeccién, reemplazandose el medio después de cada toma de muestra.

8. Medicidn de la actividad de luciferasa

Se midié directamente la actividad de la enzima luciferasa después de la traduccioén in vitro o bien al cabo de
un periodo de 5 horas a 30 dias después de la transfeccion de ARNm de IVT en las células, anadiendo a 20
ML de medio celular procedente de las células transfectadas, o bien a la reaccion de traduccion in vitro, 100
pL de sustrato celenteracina 2,5 ng/uL. Se midié6 en un aparato lector de microplacas (Mithras LB 940,
Berthold Technologies) la luminiscencia resultante de las muestras. La Figura 4 muestra la luminiscencia
medida en el medio de las células EA.hy926 transfectadas con ARNm de IVT, que refleja la expresion de la
luciferasa.

Los resultados muestran que incluso una pequefia cantidad de 200 ng de ARNm para luciferasa, de IVT,
puede inducir una clara expresion de luciferasa incluso después de un corto tiempo de incubacién de 5 horas.
Se puede lograr una mayor expresion con 1 pg de ARNm de IVT hasta 24 horas después de la transfeccion,
pero el curso de expresion posterior ya no se diferencia del de las muestras con menor cantidad de ARNm de
IVT. Tampoco un aumento adicional hasta 2 ug en la cantidad de ARNm de IVT transfectado conduce a una
expresion acrecentada.

9. Deteccion de (tropo)elastina mediante tincion Western

Se separaron sobre SDS-PAGE al 8% las proteinas de las reacciones de traduccion in vitro y se transfirieron
para su inmunodeteccién a una membrana de nitrocelulosa. El anticuerpo primario era un anticuerpo
policlonal contra ELN (region central), de conejo, de Abgent, y el anticuerpo secundario era una IgG
anticonejo (molécula entera), de cabra, conjugada con fosfatasa alcalina, de Sigma-Aldrich. La proteina
elastina se visualizé por precipitacion del colorante afiil resultante de la reaccién NBT/BCIP con fosfatasa
alcalina (Figura 5).

La deteccién de elastina después de la traduccién in vitro que se realizdé basada en ARNm para elastina, de
IVT, confirma la integridad del ARNm conforme a la invencién. Se deduce de ello que solo puede producirse
una deteccion de proteina si la proteina sintetizada coincide con las estructuras contra las cuales se ha
desarrollado el anticuerpo. Por lo tanto, el ARNm conforme a la invenciéon también debe haber estado
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presente por completo e intacto para la sintesis de proteinas. Aunque evidentemente se da una deteccion
inespecifica de proteinas que estan presentes en la mezcla de traduccion in vitro, la especificidad de la banda
de elastina es inequivoca, ya que no se encuentra en el testigo negativo que contiene solamente la mezcla de
traduccion in vitro sin ARNm de IVT.

10. Deteccion de la expresion de tropoelastina en el cultivo celular

Se analiz6 la expresion de elastina con el ensayo para elastina Fastin™ (Biocolor life science assays) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. La Figura 6 muestra la cantidad de tropoelastina aislada 24
horas después de la ultima transfeccion con ARNm de elastina, de IVT, que contenia diversas proporciones
de acidos nucleicos modificados.

Después de la transfeccion triple de ARNm de elastina, de IVT, se pudo detectar en las células una clara
expresion de tropoelastina, es decir, de elastina soluble no reticulada. Queda claro que una cantidad
particularmente grande, 10 ug de ARNm de ELN, de IVT, transfectado, no presenta ningun efecto creciente
sobre la expresidon de elastina si se compara con solamente 5 ug. La mayor proporcion de nucleétidos
modificados no tiene tampoco ninguna influencia positiva sobre la expresion. Por lo tanto, parece que 5 ug de
ARNm de ELN, de IVT, con 25% de CTP/UTP modificados, pueden producir una expresion suficiente y
detectable de elastina.

En otro experimento, se sembraron 3 x 105 células por pocillo en una placa de 6 pocillos. Al dia siguiente se
aspiraron los sobrenadantes y se lavaron las células con 1 ml de PBS. Esto fue seguido por una incubacion
durante 4 horas con Opti-MEM (M), Opti-MEM con Lipofectamine 2000 (M + L) y Opti-MEM con
Lipofectamine 2000 y 2,5 pg de ARNm de elastina (100% de 5mCTP/MYUTP). Se combinaron los
sobrenadantes celulares después de 24 y

48 horas. Se analizaron mediante por transferencia de puntos los sobrenadantes. En la Figura 7 se
representa el resultado. La deteccion de elastina se efectué mediante AK especifica para elastina. Las células
con incubacién de ARNm de elastina (M + L + ARNm de elastina) mostraron una tincién significativamente
mas intensa que las células sin transfeccion de ARNm (M, M + L). Sin ARNm de elastina, las células
EA.hy926 sintetizan cantidades pequefias de elastina, pero con la transfeccion de ARNm de elastina se
intensifica significativamente la sintesis de elastina.

11. Evaluacién de la inmunogenicidad de los ARNm de IVT

Las transfecciones para el analisis de citocinas y otros marcadores de la activacion inmunitaria se realizaron
de manera andloga a las transfecciones de ARNm descritas en lo que antecede. Se transfecté ademas el
inmunoestimulante poliiosina/poli(acido citidilico) (Sigma-Aldrich) a razén de 100 ng/pocillo como testigo
positivo para la activacién de citocinas. Se incubaron las células con la mezcla de transfecciéon en condiciones
de cultivo celular y se reemplazé el medio al cabo de 3 horas.

Al dia siguiente se lisaron las células y se extrajo el ARN con el mini-kit para ARN total Aurum (Biorad). Se
midio la concentracion de ARN y de cada muestra se utilizaron 40 ng para la sintesis de ADNc con el kit de
sintesis de ADNc iScript (Biorad). Se diluy6 el ADNc generado y se utiliz en reacciones de PCR cuantitativas
en tiempo real (qRT) con la iQ SYBR Green Supermix (Biorad), en preparaciones por triplicado para cada
muestra, junto con un par de cebadores especifico para IFNa, IFN-y, IL-1B, IL-12, IL-6, IL-8, TNF-a y un par
de cebadores especifico para GAPDH. Para cuantificar los niveles de expresién del marcador inmunitario, se
realizdé una qRT-PCR en el kit de deteccion de PCR en tiempo real CFX Connect (Biorad) en placas de 96
pocillos (Biorad) (Figura 8). Los resultados muestran que el ARNm de elastina sintetizado in vitro provoca en
este ensayo altamente sensible muy poca activacion de citocinas.

12. Revestimiento de stents coronarios con ARNm de eGFP

En otro experimento se examind la expresion in vivo de eGFP a través de ARNm de IVT, con el que se
habian revestido stents coronarios. La sintesis in vitro del ARNm de eGFP se realizé con el constructo de
plasmido pcDNA3.3_eGFP, como se describe en Warren et al. (véase mas arriba). El plasmido fue
proporcionado por los autores a través de Addgene (Cambridge, MA, EE. UU.).

Se revistieron por inmersion stents coronarios BMS de 3 x 20 mm, de Qualimed (Winsen, Alemania),
concretamente en una emulsiéon que contenia 70 ug de ARNm de eGFP, de IVT, complejado con 20 uL de
Lipofectamine 2000, en agua libre de nucleasas, y 150 ug de polilactida-co-glicolida RESOMER® RG 502 H
(Sigma Aldrich), disueltos en acetato de etilo.

El estudio se realiz6 de conformidad con la Ley de Bienestar Animal de Alemania y las recomendaciones
sobre la tenencia y uso de animales de laboratorio postuladas por la FELASA (Federacion de Asociaciones
Europeas para las Ciencias del Animal de Laboratorio). Todos los protocolos y procedimientos fueron
aprobados por la Comisién de bienestar animal de la Universidad de Tubinga.
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Para este estudio se utilizaron y se incluyeron en el andlisis dos cerdos hembra de aproximadamente 65 kg
(raza local alemana) de una instalacion de cria local "libre de patégenos especificos" (SPF, por sus siglas en
inglés). Después de llegar a las instalaciones para animales de la Universidad de Tubinga, los animales
pudieron adaptarse durante una semana antes de que comenzara la intervencién. Durante este tiempo, se
realizaron estudios clinicos para garantizar el estado de salud, particularmente con respecto al sistema
cardiovascular.

Se implantaron los stents mediante un catéter con balén (de 3 mm) en las arterias coronarias izquierda y
derecha de cada cerdo y se expandieron. La ubicacion de los stents se visualizd con ayuda de un aparato de
rayos X (de tipo "arco en C") y material radiopaco. Se efectu6 deliberadamente una sobredilatacion de las
arterias. Tras la implantacion, los animales recibieron heparina y clopidogrel para evitar trombosis
postoperatorias.

Se sacrificaron los cerdos 44 horas después de la implantaciéon de los stents revestidos. Se aislaron los vasos
"con stent" y se fijaron durante una noche en formaldehido al 4%.

Para el analisis de fluorescencia, se incluyeron los sfents en el sistema de inclusién basado en metacrilato de
metilo Technovit® 9100 de HeraeusKulzer (Wehrheim, Alemania), y se analizaron mediante FIDSAM (siglas
inglesas de Microscopia de analisis de la forma de decaimiento de la intensidad de fluorescencia) en el
Instituto de Quimica Analitica de la Universidad de Tubinga.

En la Figura 9 se muestra el resultado. Se representa alli la parte del tejido fluorescente que es visible
después de la sustraccion de la autofluorescencia. Esta fluorescencia se basa exclusivamente en la
expresion inducida de eGFP y, por lo tanto, constituye una evidencia de la captacion y traduccion eficiente del
ARNm de IVT que codifica eGFP, por las células que rodean el material del stent.

13. Modelo de piel porcina

Se establecié un modelo de piel porcina para demostrar la sintesis de elastina inducida por ARNm en la piel.
En los primeros experimentos se inyectaron en la piel 2,5 uyg de complejos de ARNm de luciferasa y
Lipofectamine 2000.

Al cabo de 24 h se tritur6 la piel y se lisaron las células para aislar la luciferasa. En la Figura 10 se muestra el
resultado. Mediante el ensayo de luciferasa se demostré la transfeccion con éxito de las células con ARNm
de luciferasa.

Secuencias

SEQID n.° 1: Secuencia nucleotidica del ARNm de elastina, de IVT (tal como se usa en los ejemplos de
realizacion)

SEQ IDn.° 2: Secuencia nucleotidica del ADNc derivado del ARNm de la elastina humana, variante de
transcripcion 1 (NM_000501.2)

SEQIDn.° 3: Secuencia nucleotidica del ADNc derivado del ARNm de la elastina humana, variante de
transcripcion 2 (NM_001081752.1)

SEQ ID n.° 4; Secuencia nucleotidica del ADNc derivado del ARNm de la elastina humana, variante de
transcripcion 3 (NM_001081753.1)

SEQIDnNn.° 5; Secuencia nucleotidica del ADNc derivado del ARNm de la elastina humana, variante de
transcripcion 4 (NM_001081754.1)

SEQ ID n.° 6: Secuencia nucleotidica del ADNc derivado del ARNm de la elastina humana, variante de
transcripcion 5 (NM_001081755.1)

SEQIDNn.C7: Secuencia de aminoacidos de la isoforma a de elastina [Homo sapiens] (NP_00049.2)

SEQIDn.° 8: Secuencia de aminoacidos de la isoforma b de elastina [Homo sapiens] (NP_001075221.1)
SEQIDNn.° 9: Secuencia de aminoacidos de la isoforma c de elastina [Homo sapiens] (NP_001075222.1)
SEQIDn.° 10: Secuencia de aminoacidos de la isoforma d de elastina [Homo sapiens] (NP_001075223.1)
SEQIDn.° 11: Secuencia de aminoacidos de la isoforma e de elastina [Homo sapiens] (NP_001075224.1)

Listado de Secuencias

<110> Eberhard-Karls-University Tiibingen, Facultad de Medicina

10
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<120> Polirribonucleétido estabilizado que codifica una proteina de fibra elastica

<130> Documento WO 5402P503

<160>

11

<170> PatentIn versién 3.5

<210>
<211>
<212>

1
3196
ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Otra informacion

<400>

1
auggcggguc

cuccaccccu
gucuuuuauc
aaaccucuua
gccuucceeg
gcagccuaua
uuaggagugu
gugccggguyg
cccggugugyg
gguguaggug
ggagucccac
uacaccacag
aaggcugguu
aaagcagcag
gguguuccug
ccagcugcag
ggcuuagugc
guuccaggug
ggugcugcgg
gccaaauacg
gcugggggcu

ccuggugucg

ugacggcggc

cucggccugg

caggggcugg

agccaguuce

caguuaccuu

aagcugcuaa

cugcaggugc

uggggcugee

gggugcuccc

gagcuuuugc

ugggguaucc

ggaaacugcc

acccaacagg

caaaguucgg

gcgugccugg

cugcagcuge

cuggugggec

uuggugucce

uuccaggggu

gggccaggcc

uucccggcuu

gagguguucc

ggcccecgcgg

aggggucccu

ucucggagcc

cggagggcuu

uccgggggcu

ggcuggcgcu

ggugguuccu

agguguauac

uggaguuccce

uggaauccca

caucaaggcc

cuauggcuau

gacagggguu

ugcuggagca

ggcaauuccu

agcagcagcc

aggcuuuggc

aggagcuggg

ugugucacca

cggagucgga

uggugucgga

cggagucgga

cceggaguce
ggggccauuc
cuuggaggag
gcgggugcug
cuggugccug
gggcuuggug
cagccuggag
ccagguggcg
acuggagcag
ggaguuggac
cccaagcugce
gggcccggag
ggcccccagg
gccggaguce
ggaauuggag
gcuaaggcag
ccgggaguag
auuccaguug
gaagcagcug
guuggaggca
gucggaggua

ggugucccgg

11

uccugcuccu

cugguggagu

gagcgcuggyg

gccuuggggc

guggaguggc

gugucccagg

ccggagugaa

ugcucccagyg

gaguuaagcc

ccuuuggggyg

cugguggcua

gaguggcugg

cagcagcagc

ucccuggugu

gcaucgcagg

ccaaguaugg

uuggugucce

ucccaggugce

cuaaggcagc

uuccuacuua

ucccuggagu

gaguuggcau

gcuguccauc

uccuggagga

gccuggaggc

agggcucggc

ugacgcugcu

aguugguggc

gccugggaaa

agcucgguuc

caaggcucca

accgcaaccu

uggacugccce

ugcagcgggc

agcggcagcu

uggaggggcu

cguugggacu

agcugcugca

aggagcuggce

ugggauccca

ugcaaaggca

cgggguugga

cgcagguguc

uuccccecgaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320
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gcucaggcag

gcugcuaaag

ccuggaguug

guuggcgugg

ccugguggag

cgagcugcag

ggacuuggag

ggggcaguac

gggguccuug

gccggaceeg

cuagugggag

gggggccuug

ggccuuggag

ccuggcuucg

cggaagagaa

cugcuuggug

cccaggaggg

gggagcggcec

ccuggccccc

ccaggggaac

aggguggccce

cugggcaguc

acccaagcac

acuuggccgu

aaaaccaccce

ccauucaucc

gcugggugca

cccccauccu

ccucccecacc

cacugaacuu

uagaucaaua

<210> 2

<211> 3480
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

cagcugecge

cagccgecaa

gcguggcucce

cuccuggagu

uugcagcugc

cugggcuugg

uuggugcugg

cuggagcccu

gagggcucgg

ccgecgecge

ccgcugggcu

gagguauacc

guguccuagg

gauugucucc

aaugagcuuc

gagaauguaa

aacgggcagg

aagugcccceg

caccccaucc

uuggugcuac

cucggggaac

ccagcucccce

cugaagccuc

cuccucccca

cacacuggga

aucgguccgu

cccaccauca

acacuccccce

cggggugucc

cagagcaguu

aauauuuuau

ddaaaaaaaaa aaaaaa

<223> Otra informacion
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caaggcugcc

agccgeccag

uggugucggu

ugguguggcu

agcaaaaucc

ugcuggcauc

uguuccugga

ggcugcegeu

ggcucucggu

ugccgcagec

cggaggacuc

uccagcugca

gggugccggyg

cauuuuccca

cuaggaccce

acccuuugua

cegggeggee

accaggaggce

cuucccaccu

acgcuggugc

ccccuacecug

cugcccacca

aaagcuggau

ccgaucgcug

auagccaccu

ccauccaugu

accugguuga

agggcgugcg

ccacaugcag

cccauuccug

uuuuuguccu

aaguacggag
uuuggguuag
guggcuccug
ccuggcguug
gcugccaagg
ccuggacuug
cuuggaguug
aaagcagcca
ggaguaggca
aaagcugcug
ggagucggag
gccgcuaaag
caguucccac
gguggggccu
ugacucacga
accccaucce
uugcagaucc
ccccuacuuc
aggagcuccc
ucuuaucuuc
gggcuccucu
ggacccaccg
ucgcucuagce
uuccccacau
ugcccuugua
ccccaguuga
ccugucaugg
gggcugugca
uacuguauac
cccegeccau

ggaaaaaaaa
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uggggaccce

uuccuggugu

gaguuggcuu

gcguggcucc

uggcugccaa

gaguuggugu

gugcuggugu

aauauggagc

ucccaggcgg

ccaaagccgce

ggcuuggagu

cagcuaaaua

uuggaggagu

gccuggggaa

ccucaucaac

augccccucc

acagggcaag

agaggcaagg

ccuccacaca

cuggggggag

aaagauggug

uuggcugcca

aucccuccuc

cuggggcgcu

gaauccaucc

ccgeeecggea

ccgeccuguge

gacuggggug

cccccaucce

cuuuuugugu

aaaaaaaaaa

agcagcugca

cggcguggcu

ggcuccugga

cggcauuggc

agcccagcuc

cggcgucccu

uccuggcuuc

agcagugccu

ugugguggga

ccaguuuggc

uccagguguu

cggugcugcu

ggcagcaaga

agcuuguggc

guuggugcua

gacuccccac

gaaacaagag

gccauguggu

gccuccaucu

ggaggaggga

cagacacuuc

uccaguuggu

uccugggucc

uuuggguugg

gcccauccgu

ccacuagcug

ccugccucca

ccaggcaucu

ucccucgguc

cucgcuguga

daaaaaaaaa

3196

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180



<400> 2

ctcectettt
cggagagcgg
gccecggagte
tggggccatt
ccttggagga
tgegggtget
tctggtgect
tgggcttggt
tcagcctgga
cccaggtgge
cactggagca
aggagttgga
ccccaagcetg
tgggcecgga
tggcccccag
agccggagtce
tggaattgga
cgctaaggca
cccgggagta
gattccagtt
agaagcagct
agttggaggc
agtcggaggt
aggtgtccecg
caagtacgga

gtttgggtta

ccctcacage
gctggggceat
ctecctgetee
cctggtggag
ggagcgctgg
ggccttgggg
ggtggagtgg
ggtgtcccag
gccggagtga
gtgctccecag
ggagttaagce
ccectttgggg
cctggtgget
ggagtggctg
gcagcagcag
ctcecetggtg
ggcatcgcag
gccaagtatg
gttggtgtce
gtcccaggtg
gctaaggcag
attcctactt
atccctggag
ggagttggca
gtggggaccc

gttecctggtg

ES 2765259 T3

cgacgaggca
ttctececececga
tgctgtccat
ttcctggagg
ggcctggagg
cagggctcgg
ctgacgctge
gagttggtgg
agcctgggaa
gagctcggtt
ccaaggctcc
gaccgcaacc
atggactgcc
gtgcageggg
cagcggcagc
ttggagggge
gcgttgggac
gagctgcetge
caggagctgg
ctgggatccc
ctgcaaaggc
acggggttgg
tcgcaggtgt
tttcecececga
cagcagctge

tecggegtgge

acaattaggc
gatggcgggt
ccteccacccee
agtcttttat
caaacctctt
cgccttecee
tgcagcctat
cttaggagtg
agtgccgggt
ccecggtgtg
aggtgtaggt
tggagtccca
ctacaccaca
caaggctggt
taaagcagca
tggtgttcct
tccagectgea
aggcttagtg
cgttccaggt
aggtgctgeg
agccaaatac
agctggggge
ccctggtgte
agctcaggca
agctgctaaa

tcctggagtt

13

tttggggata
ctgacggcgg
tctecggectg
ccaggggctg
aagccagttce
gcagttacct
aaagctgcta
tctgcaggtg
gtggggctge
ggggtgctcc
ggagcttttg
ctggggtatc
gggaaactgc
tacccaacag
gcaaagttcg
ggcgtgectg
gctgcagcetg
cctggtggge
gttggtgtcce
gttccagggg
ggggccagge
tttcecegget
ggaggtgttc
gcagctgeceg
gcagccgcca

ggcgtggctc

aaacgaggtg
cggccccgeg
gaggggtcce
gtctcggage
ccggagggct
ttceggggge
aggctggcgce
cggtggttce
caggtgtata
ctggagttce
ctggaatccc
ccatcaaggce
cctatggcta
ggacaggggt
gtgctggage
gggcaattcc
cagcagcagc
caggctttgg
caggagctgg
ttgtgtcacc
ccggagtcgg
ttggtgtcgg
ccggagtcgg
ccaaggctge
aagccgccca

ctggtgtegg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560
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<210> 3

tgtggctect
tcctggegtt
cgctgccaag
ccctggactt
acttggagtt
taaagcagcc
tggagtaggc
caaagctgcet
cggagtcgga
agccgctaaa
gcagttccca
aggtggggcc
ctgactcacg
aaccccatcc
cttgcagatc
ccecectactt
taggagctcc
ctcttatctt
ggggctecte
aggacccacc
ttcgctctag
gttccccaca
ttgceccttgt
tcececcagttg
acctgtcatg
ggggctgtge
gtactgtata
gccccgecca
tggatatttg
cattgaaaaa
aacattttaa

agagaattaa

<211> 3339
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

ggagttggcect
ggcgtggcetce
gtggctgcca
ggagttggtg
ggtgctggtg
aaatatggag
atcccaggeg
gccaaagccg
gggcttggag
gcagctaaat
cttggaggag
tgcctgggga
acctcatcaa
catgccecctce
cacagggcaa
cagaggcaag
ccctecacac
cctgggggga
taaagatggt
gttggectgee
catccctect
tctggggcge
agaatccatc
accgeccgge
gccgectgtg
agactggggt
ccceccatee
tctttttgtg
gggattattt
aaaagataat
tcactctaat

ctgcttecaga

<223> Otra informacion

<400> 3

ES 2765259 T3

tggctecetgg
ccggcattgg
aagcccagcet
teggegteee
ttecctggett
cagcagtgcc
gtgtggtggg
cccagtttgg
tteccaggtgt
acggtgctge
tggcagcaag
aagecttgtgg
cgttggtget
cgactccccea
ggaaacaaga
ggccatgtgg
agcctccatce
gggaggaggg
gcagacactt
atccagttgg
ctcectgggtce
ttttgggttg
cgcccatceeg
accactaget
ccectgectec
gccaggcatc
ctcececteggt
tctegetgtg
ttgattgttg
ttttttttet
ataactctgg

aatgactaat

agttggcgtg
ccetggtgga
ccgagetgea
tggacttgga
cggggcagta
tggggtcctt
agccggaccc
cctagtggga
tgggggcctt
tggccttgga
acctggcttce
ccggaagaga
actgecttggt
ccccaggagyg
ggggagcggce
tcectggececee
tccaggggaa
aagggtggce
cctgggcagt
tacccaagca
cacttggccg
gaaaaccacc
tccattcatce
ggctgggtge
acccccatce
tcctecccac
ccactgaact
atagatcaat
atattctctt
gatccgggga
atgaaacaca

aaatgaaaaa

14

gctecctggag
gttgcagctg
gctgggettg
gttggtgetg
cctggagece
ggagggctcg
gccgecgeeg
gcegetggge
ggaggtatac
ggtgtcctag
ggattgtcte
aaatgagctt
ggagaatgta
gaacgggcag
caagtgcccece
ccaccceccate
cttggtgcta
cctcggggaa
cccagcetcecece
cctgaagect
tctectecce
ccacactggg
catcggtceg
acccaccatc
tacactcccce
ccggggtgte
tcagagcagt
aaatatttta
ttggttttat
gctgtatcee
cetttttttt

cctttaaagg

ttggtgtgge
cagcaaaatc
gtgctggcat
gtgttecetgg
tggctgecge
gggctctcegg
ctgecegeage
tcggaggact
ctccagetge
ggggtgccgg
ccattttcce
cctaggacce
aaccctttgt
gcecgggegge
gaccaggagg
cectteccace
cacgctggtg
ccccctacct
cctgeccace
caaagctgga
accgatcgcet
aatagccacc
tccatccatg
aacctggttg
cagggcgtge
cccacatgca
tcccattect
ttttttgtce
tgttgtggtt
cagtagaaaa
taataagaaa

daaaaaaaaa

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480



ctcectettt
cggagagcgg
gcccggagte
tggggccatt
caaacctctt
cgecctteece
tgcagcectat
cttaggagtg
agtgcegggt
cceceggtgtg
aggtgtaggt
tggagtccca
ctacaccaca
caaggctggt
taaagcagca
tggtgttcct
tccagectgea
aggcttagtg
cgttccaggt
aggtgctgceg
agccaaatac
agctggggge
ccctggtgtce
agctcaggca
ggctcctgga
tggagttggce

tggccctggt

ccctcacage
gctggggcat
ctectgetee
cctggtggag
aagccagttc
gcagttacct
aaagctgcta
tctgcaggtyg
gtggggctge
ggggtgctce
ggagcttttg
ctggggtatc
gggaaactgce
tacccaacag
gcaaagttcg
ggcgtgectg
gctgcagcetg
cctggtggge
gttggtgtce
gttccagggg
ggggccagge
tttcecegget
ggaggtgttce
gcagctgecg
gttggcgtgg
gtggctcectg

ggagttgcag

ES 2765259 T3

cgacgaggca
ttcteececga
tgctgtccat
ttcctggagg
ccggaggget
tteceggggge
aggctggege
cggtggttce
caggtgtata
ctggagttcc
ctggaatcce
ccatcaaggc
cctatggcta
ggacaggggt
gtgctggage
gggcaattcc
cagcagcagc
caggectttgg
caggagctgg
ttgtgtcacce
ccggagtcgg
ttggtgtegg
ccggagtcgg
ccaaggctge
ctcectggtgt
gagttggtgt

ctgcagcaaa

acaattaggc
gatggcgggt
ccteccacecce
agtcttttat
tgegggtget
tctggtgect
tgggcttggt
tcagcctgga
cccaggtgge
cactggagca
aggagttgga
ccccaagcetg
tgggceccgga
tggcccceccag
agccggagte
tggaattgga
cgctaaggca
cccgggagta
gattccagtt
agaagcagct
agttggagge
agtcggaggt
aggtgtccceg
caagtacggg
cggtgtggcet
ggctcctgge

atcegetgece

15

tttggggata
ctgacggcgg
tctcggectg
ccagcgcetgg
ggccttgggg
ggtggagtgg
ggtgtcccag
gccggagtga
gtgctcccag
ggagttaagce
ccctttgggg
cctggtgget
ggagtggctg
gcagcagcag
ctcecetggtg
ggcatcgcag
gccaagtatg
gttggtgtcc
gtcccaggtg
gctaaggcag
attcctactt
atccctggag
ggagttggca
ttagttcctg
cctggagttg
gttggegtgg

aaggtggctg

aaacgaggtg
cggecccegeg
gaggggtcce
ggcctggagg
cagggctcgg
ctgacgctge
gagttggtgg
agcctgggaa
gagctecggtt
ccaaggctcce
gaccgcaacce
atggactgcc
gtgcagcggg
cagcggcagce
ttggagggge
gcgttgggac
gagctgctge
caggagctgg
ctgggatcce
ctgcaaaggce
acggggttgg
tcgcaggtgt
tttcecececga
gtgtcggegt
gcttggectcce
ctceeggeat

ccaaagccca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620
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<210>
<211>
<212>

gctccgaget
ccctggactt
cttcggggca
gcctggggte
gggagccgga
tggecctagtyg
tgttggggge
ggcagcaaga
agcttgtgge
gttggtgcta
gactccccac
gaaacaagag
gccatgtggt
gcctccatcet
ggaggaggga
cagacacttc
tccagttggt
tecctgggtcee
tttgggttgg
gcccateegt
ccactagctg
cctgeccteca
ccaggcatct
tcecteggte
ctcgctgtga
tgattgttga
tttttttetg
taactctgga

atgactaata

4
3384
ADN

gcagctggge
ggagttggtg
gtacctggag
cttggaggge
ccecgecgecg
ggagccgctg
cttggaggta
cctggetteg
cggaagagaa
ctgcttggtg
cccaggaggg
gggagcggcec
cctggecccee
ccaggggaac
agggtggccce
ctgggcagtce
acccaagcac
acttggccegt
aaaaccaccc
ccattcatce
gctgggtgea
cccccateccet
cctceccace
cactgaactt
tagatcaata
tattctcttt
atccggggag
tgaaacacac

aatgaaaaac

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Otra informacion

<400>

4

ES 2765259 T3

ttggtgctgg
ctggtgttece
ccctggetge
tcggggetcet
ccgetgeege
ggctcggagg
tacctceccage
gattgtctce
aatgagcttc
gagaatgtaa
aacgggcagg
aagtgccceceg
caccccatce
ttggtgctac
ctcggggaac
ccagctcceece
ctgaagccte
ctcctececa
cacactggga
atcggtcegt
cccaccatca
acactccccce
cggggtgtce
cagagcagtt
aatattttat
tggttttatt
ctgtatcccce
cttttttttt

ctttaaagga

catccctgga
tggacttgga
cgctaaagca
cggtggagta
agccaaagct
actcggagtce
tgcagceget
cattttccca
ctaggaccce
accctttgta
ccgggeggcece
accaggaggc
cttceccacct
acgctggtge
cccctacctg
ctgcccacca
aaagctggat
ccgatcgetg
atagccacct
ccatccatgt
acctggttga
agggcgtgcg
ccacatgcag
cccattecctg
tttttgtecet
gttgtggttce
agtagaaaaa
aataagaaaa

aaaaaaaaa

16

cttggagttg
gttggtgetg
gccaaatatg
ggcatcccag
gctgccaaag
ggagggcttg
aaagcagcta
ggtggggcct
tgactcacga
accccatcce
ttgcagatcc
ccectactte
aggagctccc
tcttatctte
gggctcctcet
ggacccaccg
tcgetctage
ttcceccacat
tgcccettgta
ccccagttga
cctgtcatgg
gggctgtgca
tactgtatac
ccecegeccat
ggatatttgg
attgaaaaaa
acattttaat

gagaattaac

gtgtcggcegt
gtgtteectgg
gagcagcagt
geggtgtggt
ccgeccagtt
gagttccagg
aatacggagt
gcctggggaa
cctcatcaac
atgccccectece
acagggcaag
agaggcaagg
cctccacaca
ctggggggag
aaagatggtg
ttggctgcecca
atccctecte
ctggggeget
gaatccatcc
ccgeccggea
cecgectgtge
gactggggtg
ccececcatece
ctttttgtgt
ggattatttt
aaagataatt
cactctaata

tgcttcagaa

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3339



ctcectettt
cggagagcgg
gcccggagte
tggggccatt
ccttggagga
tgecgggtget
tectggtgect
tgggettggt
aggtgcggtg
gctgccaggt
gctccctgga
ttttgetgga
gtatcccatce
actgccctat
aacagggaca
gtteggtget
gcctggggea
agctgcagca
tgggccagge
tgtcccagga
aggggttgtg
caggcccgga
cggctttggt
tgttccegga
tgcegecaag
cgtggctcecct
tcctggagtt
tgcagctgeca

tgggcttggt

ccctcacage
gctggggeat
ctecectgetcee
cctggtggag
ggagcgctgg
ggccttgggg
ggtggagtgg
ggtgtcccag
gttcctcage
gtatacccag
gttcccactg
atcccaggag
aaggccccca
ggctatggge
ggggttggee
ggagcagccg
attcctggaa
gcagccgcta
tttggcececgg
gctgggattce
tcaccagaag
gtcggagttg
gtcggagteg
gtcggaggtg
gctgccaagt
ggtgtcggtg
ggtgtggcete
gcaaaatccg

gctggcatce

ES 2765259 T3

cgacgaggca
ttctececececga
tgctgtccat
ttcctggagg
ggcctggagg
cagggctcgg
ctgacgctge
gagttggtgg
ctggagccgg
gtggcgtget
gagcaggagt
ttggaccctt
agctgcecctgg
ccggaggagt
cccaggcagc
gagtcctccece
ttggaggcat
aggcagccaa
gagtagttgg
cagttgtccce
cagctgctaa
gaggcattcc
gaggtatccce
tcecegggagt
acgggttagt
tggctecctgg
ctggegttgg
ctgccaaggt

ctggacttgg

acaattaggc
gatggcgggt
ccteccacccee
agtcttttat
caaacctctt
cgcetteece
tgcagcctat
cttaggagtg
agtgaagcct
cccaggagct
taagcccaag
tgggggaccg
tggctatgga
ggctggtgcea
agcagcagcg
tggtgttgga
cgcaggcegtt
gtatggagct
tgtcccagga
aggtgctggg
ggcagctgca
tacttacggg
tggagtcgca
tggcatttcce
tcctggtgte
agttggcettg
cgtggctcece
ggctgccaaa

agttggtgtce

17

tttggggata
ctgacggcgg
tcteggectg
ccaggggcetg
aagccagttce
gcagttacct
aaagctgcta
tctgcagecce
gggaaagtgc
cggttcceeg
gctccaggtg
caacctggag
ctgcecctaca
gcgggcaagg
gcagctaaag
ggggctggtg
gggactccag
gctgecagget
gctggegtte
atcccaggtg
aaggcagcca
gttggagctg
ggtgtccctg
cccgaagcectce
ggcgtggcetc
gctcecctggag
ggcattggcce
gceccagcetece

ggcgtceectg

aaacgaggtg
cggccccgeg
gaggggtcce
gtctcggage
ccggagggcet
tteceggggge
aggctggcge
cttectgtgece
cgggtgtggg
gtgtgggggt
taggtggagc
tecccactggg
ccacagggaa
ctggttaccc
cagcagcaaa
ttcectggegt
ctgcagctge
tagtgecctgg
caggtgttgg
ctgcggttee
aatacggggce
ggggctttce
gtgtcggagg
aggcagcagc
ctggagttgg
ttggcgtgge
ctggtggagt
gagctgcagce

gacttggagt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740
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tggtgctggt
tggagcectg
agggctcggg
cgecegecgcet
cgctgggete
aggtatacct
cttcggattg
gagaaaatga
tggtggagaa
gagggaacgg
cggccaagtg
cceccccaccee
ggaacttggt
ggccectegg
cagtcccage
agcacctgaa
gcegtcetect
caccccacac
catccatcgg
gtgcacccac
atcctacact
ccacccgggg
aacttcagag
caataaatat
tettttggtt
gggagctgta
cacacctttt

aaaaccttta

gttcctggac
gctgccgeta
gctcteggtg
gccgcageca
ggaggactcg
ccagctgcag
tctcccattt
gcttectagg
tgtaaaccct
gcaggceggg
cccecgaccag
catcccttee
gctacacget
ggaaccccect
tceecectgee
gcctcaaage
ccccaccgat
tgggaatagce
tccgtcecate
catcaacctg
ccceccaggge
tgtccccaca
cagttcccat
tttatttttt
ttattgttgt
tccccagtag
tttttaataa

aaggaaaaaa

ES 2765259 T3

ttggagttgg
aagcagccaa
gagtaggcat
aagctgctge
gagtcggagg
ccgctaaage
tcccaggtgg
accccectgact
ttgtaacccc
cggccettgea
gaggccccct
cacctaggag
ggtgctctta
acctggggcet
caccaggacc
tggattcgcet
cgctgttecee
caccttgecece
catgtcccca
gttgacctgt
gtgcgggget
tgcagtactg
tecectgececeg
gtcctggata
ggttcattga
aaaaaacatt
gaaaagagaa

aaaa

tgctggtgtt
atatggagca
cccaggeggt
caaagccgcece
gcttggagtt
agctaaatac
ggcctgectg
cacgacctca
atcccatgec
gatccacagg
acttcagagg
ctcececctee
tcttectggg
cctctaaaga
caccgttgge
ctagcatccce
cacatctggg
ttgtagaatc
gttgaccgee
catggccgec
gtgcagactg
tataccccce
cccatctttt
tttggggatt
aaaaaaaaga
ttaatcactce

ttaactgcett

<210>5

<211> 3441

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Otra informacion

<400> 5

18

cctggetteg
gcagtgcctg
gtggtgggag
cagtttggee
ccaggtgttg
ggagtggcag
gggaaagctt
tcaacgttgg
cctccgacte
gcaaggaaac
caagggccat
acacagcctce
gggagggagg
tggtgcagac
tgccatcecag
tcctetectg
gcgettttgg
catccgececca
cggcaccact
tgtgccectge
gggtgccagg
atcccteect
tgtgtctege
atttttgatt
taattttttt
taatataact

cagaaatgac

gggcagtacc
gggtccttgg
ccggacccege
tagtgggagc
ggggccttgg
caagacctgg
gtggccggaa
tgctactgcet
cccaccccag
aagaggggag
gtggtcctgg
catctccagg
agggaagggt
acttcctggg
ttggtaccca
ggtccacttg
gttggaaaac
tcecgtecatt
agctggctgg
ctccaccece
catctectce
cggtccactg
tgtgatagat
gttgatattc
ttctgatceg
ctggatgaaa

taataaatga

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3384



ctcecctettt
cggagagcgg
gcccggagte
tggggccatt
ccttggagga
tgcgggtget
tctggtgect
tgggcttggt
aggtgcggtg
gctgeccaggt
gctcectgga
ttttgctgga
gtatcccatc
actgccctat
aacagggaca
gttcggtget
gcctggggea
agctgcagca
tgggccagge
tgtceccagga
aggggttgtg
caggcccgga
cggctttggt
tgttceegga
tgccgecaag
cgccaaagec
ggctecctggt
tggagttggt
agctgcagca
gcttggtget

tgctggtgtt

ccctcacage
gctggggecat
ctcctgetee
cctggtggag
ggagcgctgg
ggcettgggg
ggtggagtgg
ggtgtcccag
gttcctcage
gtatacccag
gttecccactg
atcccaggag
aaggccccca
ggctatgggc
ggggttggece
ggagcagccg
attcctggaa
gcagccgcta
tttggccegg
gctgggatte
tcaccagaag
gtcggagttg
gtcggagtceg
gtcggaggtg
gctgccaagt
gcccagtttg
gtcggtgtgg
gtggctcetg
aaatccgcetg
ggcatccctg

cctggacttg
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cgacgaggca
ttctececececga
tgctgtccat
ttcctggagg
ggcctggagg
cagggctcgg
ctgacgctge
gagttggtgg
ctggagccgg
gtggecgtget
gagcaggagt
ttggaccctt
agctgectgg
ccggaggagt
cccaggcage
gagtcctcce
ttggaggcat
aggcagccaa
gagtagttgg
cagttgtcce
cagctgctaa
gaggcattcce
gaggtatcce
tcecegggagt
acggagtggg
ggttagttce
ctcctggagt
gcgttggegt
ccaaggtggce
gacttggagt

gagttggtge

acaattaggc
gatggcgggt
ccteccacece
agtcttttat
caaacctctt
cgcctteecce
tgcagcctat
cttaggagtg
agtgaagcct
cccaggagcet
taagcccaag
tgggggaccg
tggctatgga
ggctggtgcea
agcagcagcg
tggtgttgga
cgcaggegtt
gtatggagct
tgtcccagga
aggtgctggg
ggcagctgca
tacttacggg
tggagtcgcea
tggcatttece
gaccccagca
tggtgtegge
tggcttggcet
ggcteceegge
tgccaaagec
tggtgtegge

tggtgttcet

19

tttggggata
ctgacggcgg
tcteggectg
ccaggggctg
aagccagttc
gcagttacct
aaagctgcta
tctgcagece
gggaaagtgc
cggttccceeg
gctccaggtg
caacctggag
ctgcectaca
gcgggcaagg
gcagctaaag
ggggctggtg
gggactccag
gctgcaggct
gctggegtte
atcccaggtg
aaggcagcca
gttggagctg
ggtgtcecctg
cccgaagcete
gctgcagetg
gtggctectg
cctggagttg
attggccctg
cagctccgag
gtccectggac

ggcttcgggg

aaacgaggtg
cggccccgeg
gaggggtccce
gtctcggage
ccggagggcet
ttceggggge
aggctggcge
cttctgtgee
cgggtgtggg
gtgtgggggt
taggtggagc
tcccactggg
ccacagggaa
ctggttaccce
cagcagcaaa
ttcectggegt
ctgcagcetge
tagtgcctgg
caggtgttgg
ctgeggttcee
aatacggggce
ggggctttece
gtgtcggagg
aggcagcagc
ctaaagcagce
gagttggcegt
gcgtggetcee
gtggagttgc
ctgcagectgg
ttggagttgg

cagtacctgg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860
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agcecctgget
gctecggggcet
cgecegetgee
tgggctegga
tatacctcca
cggattgtct
aaaatgagct
tggagaatgt
ggaacgggca
ccaagtgccc
cccacceccat
acttggtgcet
ccctecgggga
tecccagetece
acctgaagcce
gtctcectcecee
cccacactgg
ccatcggtce
cacccaccat
ctacactcce
cceggggtgt
ttcagagcag
taaatatttt
tttggtttta
agctgtatce
accttttttt

acctttaaag

gccgctaaag
ctcggtggag
gcagccaaag
ggactcggag
gctgcageceg
cccattttce
tcctaggace
aaaccctttg
ggccegggcgyg
cgaccaggag
ccetteeccac
acacgctggt
accccctace
ccctgeccac
tcaaagctgg
caccgatcge
gaatagccac
gtccatccat
caacctggtt
ccagggcgtg
ccccacatge
ttcccattee
attttttgtce
ttgttgtggt
ccagtagaaa
ttaataagaa

gaaaaaaaaa
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cagccaaata
taggcatccc
ctgctgeccaa
tcggagggcet
ctaaagcagc
caggtggggce
cctgactcac
taaccccatce
ccttgcagat
gccccctact
ctaggagctc
gctcttatct
tggggctcect
caggacccac
attcgctcta
tgttccccac
cttgcecettg
gtccccagtt
gacctgtcat
cggggctgtg
agtactgtat
tgcececegece
ctggatattt
tcattgaaaa
aaacatttta
aagagaatta

a

tggagcagca
aggcggtgtg
agccgcccag
tggagttcca
taaatacgga
ctgcctgggg
gacctcatca
ccatgccect
ccacagggca
tcagaggcaa
ccecctccaca
tcectgggggg
ctaaagatgg
cgttggetge
gcatccctcee
atctggggceg
tagaatccat
gaccgcccgg
ggccgectgt
cagactgggg
accccccatce
atctttttgt
ggggattatt
aaaaagataa
atcactctaa

actgcttcag

<210> 6

<211> 3423

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Otra informacion

<400> 6

20

gtgcetgggg
gtgggagccg
tttggectag
ggtgttgggg
gtggcagcaa
aaagcttgtg
acgttggtge
ccgactccee
aggaaacaag
gggccatgtg
cagcctccat
agggaggagg
tgcagacact
catccagttg
tctecctgggt
cttttgggtt
ccgeccatee
caccactagce
gcectgecte
tgccaggcat
cctcectegg
gtctcgetgt
tttgattgtt
ttttttttte
tataactctg

aaatgactaa

tccttggagg
gacccgecge
tgggagcecge
gccttggagg
gacctggcett
gccggaagag
tactgcttgg
accccaggag
aggggagcgg
gtcctggece
ctccagggga
gaagggtggc
tecctgggeag
gtacccaage
ccacttggce
ggaaaaccac
gtccattcat
tggectgggtg
cacccccate
ctcectcecca
tccactgaac
gatagatcaa
gatattctct
tgatccgggg
gatgaaacac

taaatgaaaa

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3441



ctcecctettt
cggagagcgg
gcccggagte
tggggccatt
ccttggagga
tgcgggtget
tctggtgect
tgggcttggt
tcagcctgga
cccaggtgge
cactggagca
aggagttgga
ccccaagctg
tgggccegga
tggccececag
agccggagte
tggaattgga
cgctaaggca
cccgggagta
gattccagtt
agaagcagct
agttggaggce
agtcggaggt
aggtgtcceg
caagtacggg
cggtgtggcet
ggctcctgge
atccgetgee
catcecctgga
tggacttgga

cgctaaagca

ccctcacage
gctggggeat
ctcctgectec
cctggtggag
ggagcgctgg
ggcettgggg
ggtggagtgg
ggtgtcccag
gccggagtga
gtgctcccag
ggagttaagc
ccctttgggg
cctggtgget
ggagtggctg
gcagcagcag
ctcecectggtg
ggcatcgcag
gccaagtatg
gttggtgtcc
gtceccaggtg
gctaaggcag
attcctactt
atccctggag
ggagttggca
ttagttcectg
cctggagttg
gttggcgtgg
aaggtggctg
cttggagttg
gttggtgetg

gccaaatatg

ES 2765259 T3

cgacgaggca
ttctececega
tgctgtccat
ttcctggagg
ggcctggagg
cagggctcgg
ctgacgctge
gagttggtgg
agcctgggaa
gagctcggtt
ccaaggctcc
gaccgcaacc
atggactgcce
gtgcagcggg
cagcggcagc
ttggaggggce
gcgttgggac
gagctgcectge
caggagctgg
ctgggatcce
ctgcaaaggce
acggggttgg
tcgcaggtgt
tttcececeecga
gtgtecggegt
gcttggcectcece
ctcceggeat
ccaaagccca
gtgtcggegt
gtgttecctgg

gagcagcagt

acaattaggc
gatggcgggt
cctccaccce
agtcttttat
caaacctctt
cgecttecee
tgcagcctat
cttaggagtg
agtgccgggt
cceeggtgtg
aggtgtaggt
tggagtccca
ctacaccaca
caaggctggt
taaagcagca
tggtgttecect
tccagctgceca
aggcttagtg
cgttccaggt
aggtgctgceg
agccaaatac
agctggggge
ccectggtgte
agctcaggca
ggctectgga
tggagttggce
tggcecetggt
gctcegaget
ccectggactt
cttecggggea

gcctggggtce

21

tttggggata
ctgacggcgg
tctcggectg
ccaggggctg
aagccagttce
gcagttacct
aaagctgcta
tctgcaggtg
gtggggctge
ggggtgctcc
ggagcttttg
ctggggtatc
gggaaactgc
tacccaacag
gcaaagttcg
ggcgtgectg
gctgcagetg
cctggtggge
gttggtgtcc
gttccagggg
ggggccagge
tttcecegget
ggaggtgttc
gcagctgeeg
gttggcgtgg
gtggctectg
ggagttgcag
gcagctggge
ggagttggtg
gtacctggag

cttggagggce

aaacgaggtg
cggccccgeg
gaggggtcce
gtctcggage
ccggagggcet
tteceggggge
aggctggcge
cggtggttee
caggtgtata
ctggagttce
ctggaatccc
ccatcaaggc
cctatggcta
ggacaggggt
gtgctggage
gggcaattcc
cagcagcagce
caggctttgg
caggagctgg
ttgtgtcace
ccggagtegg
ttggtgtegg
ccggagtcgg
ccaaggctgce
ctcctggtgt
gagttggtgt
ctgcagcaaa
ttggtgctgg
ctggtgttec
ccctggetge

tecggggetcet

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860
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cggtggagta
agccaaagct
actcggagte
tgcagceget
cgggcagttce
cccaggtggg
cccctgacte
tgtaacccca
ggccttgecag
aggcccccta
acctaggagce
gtgctcttat
cctggggete
accaggaccc
ggattcgctc
gctgttecce
accttgcecect
atgtccccag
ttgacctgte
tgcggggetg
gcagtactgt
cctgececceege
tcctggatat
gttcattgaa
aaaaacattt
aaaagagaat

aaa

ggcatcccag
gctgceccaaag
ggagggcttg
aaagcagcta
ccacttggag
gcctgectgg
acgacctcat
tcececatgecce
atccacaggg
cttcagagge
tceccecteca
cttcectgggg
ctctaaagat
accgttgget
tagcatccct
acatctgggg
tgtagaatcc
ttgacecgeccee
atggccgect
tgcagactgg
atacccccca
ccatcttttt
ttggggatta
aaaaaaagat
taatcactct

taactgcttce

<210>7

<211>724

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Otra informacion

<400> 7
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gcggtgtggt
ccgeccagtt
gagttccagg
aatacggtgce
gagtggcagce
ggaaagcttg
caacgttggt
ctcecgactece
caaggaaaca
aagggccatg
cacagcctce
ggagggagga
ggtgcagaca
gccatccagt
cctectectgg
cgettttggg
atcegeccat
ggcaccacta
gtgcectgece
ggtgccaggce
tcececteecte
gtgtctcget
tttttgattg
aatttttttt
aatataactc

agaaatgact

gggagccgga
tggcctagtg
tgttgggggc
tgctggectt
aagacctggc
tggccggaag
gctactgett
ccaccccagg
agaggggagc
tggtcctgge
atctccaggg
gggaagggtg
cttcectggge
tggtacccaa
gtccacttgg
ttggaaaacc
ccgtcecatte
gctggetggg
tccaccceca
atctcctece
ggtccactga
gtgatagatc
ttgatattct
tctgatcegg
tggatgaaac

aataaatgaa

22

ccecgecgecg
ggagccgcetg
cttggaggta
ggaggtgtce
ttcggattgt
agaaaatgag
ggtggagaat
agggaacggg
ggccaagtgce
cccccaccee
gaacttggtg
gcccecteggg
agtcccagcet
gcacctgaag
ccgtectecte
accccacact
atccatcggt
tgcacccacc
tcctacactce
cacccggggt
acttcagagce
aataaatatt
cttttggttt
ggagctgtat
acaccttttt

aaacctttaa

ccgetgeecge
ggctcggagg
tacctceccage
tagggggtge
ctcccatttt
cttcctagga
gtaaaccctt
caggccggge
cccgaccagg
atceccttece
ctacacgctg
gaacccccta
cccecetgece
cctcaaagcet
cccaccgatc
gggaatagcc
ccgtccatcece
atcaacctgg
ccccagggceg
gtccccacat
agttcccatt
ttattttttg
tattgttgtg
ccccagtaga
ttttaataag

aggaaaaaaa

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3423
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Met Ala Gly Leu Thr Ala Ala Ala Pro Arg Pro Gly Val Leu Leu Leu

Leu Leu Ser Ile Leu His Pro Ser Arg Pro Gly Gly Val Pro Gly Ala
20 25 30

Ile Pro Gly Gly Val Pro Gly Gly Val Phe Tyr Pro Gly Ala Gly Leu
35 40 45

Gly Ala Leu Gly Gly Gly Ala Leu Gly Pro Gly Gly Lys Pro Leu Lys

Pro Val Pro Gly Gly Leu Ala Gly Ala Gly Leu Gly Ala Gly Leu Gly

Ala Phe Pro Ala Val Thr Phe Pro Gly Ala Leu Val Pro Gly Gly Val

Ala Asp Ala Ala Ala Ala Tyr Lys Ala Ala Lys Ala Gly Ala Gly Leu
100 105 110

Gly Gly Val Pro Gly Val Gly Gly Leu Gly Val Ser Ala Gly Ala Val
115 120 125

Val Pro Gln Pro Gly Ala Gly Val Lys Pro Gly Lys Val Pro Gly Val
130 135 140

Gly Leu Pro Gly Val Tyr Pro Gly Gly Val Leu Pro Gly Ala Arg Phe
145 150 155 160

Pro Gly Val Gly Val Leu Pro Gly Val Pro Thr Gly Ala Gly Val Lys
165 170 175

Pro Lys Ala Pro Gly Val Gly Gly Ala Phe Ala Gly Ile Pro Gly Val
180 185 190

Gly Pro Phe Gly Gly Pro Gln Pro Gly Val Pro Leu Gly Tyr Pro Ile
195 200 205

Lys Ala Pro Lys Leu Pro Gly Gly Tyr Gly Leu Pro Tyr Thr Thr Gly
210 215 220

Lys Leu Pro Tyr Gly Tyr Gly Pro Gly Gly Val Ala Gly Ala Ala Gly
225 230 235 240

Lys Ala Gly Tyr Pro Thr Gly Thr Gly Val Gly Pro Gln Ala Ala Ala
245 250 255

23
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Ala Ala Ala Ala Lys Ala Ala Ala Lys Phe Gly Ala Gly Ala Ala Gly
260 265 270

Val Leu Pro Gly Val Gly Gly Ala Gly Val Pro Gly Val Pro Gly Ala
275 280 285

Ile Pro Gly TIle Gly Gly Ile Ala Gly Val Gly Thr Pro Ala Ala Ala
290 295 300

Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Lys Ala Ala Lys Tyr Gly Ala Ala Ala
305 310 315 320

Gly Leu Val Pro Gly Gly Pro Gly Phe Gly Pro Gly Val Val Gly Val
325 330 335

Pro Gly Ala Gly Val Pro Gly Val Gly Val Pro Gly Ala Gly Ile Pro
340 345 350

Val Val Pro Gly Ala Gly Ile Pro Gly Ala Ala Val Pro Gly Val Val
355 360 365

Ser Pro Glu Ala Ala Ala Lys Ala Ala Ala Lys Ala Ala Lys Tyr Gly
370 375 380

Ala Arg Pro Gly Val Gly Val Gly Gly Ile Pro Thr Tyr Gly Val Gly
385 390 395 400

Ala Gly Gly Phe Pro Gly Phe Gly Val Gly Val Gly Gly Ile Pro Gly
405 410 415

Val Ala Gly Val Pro Gly Val Gly Gly Val Pro Gly Val Gly Gly Val
420 425 430

Pro Gly Val Gly Ile Ser Pro Glu Ala Gln Ala Ala Ala Ala Ala Lys
435 440 445

Ala Ala Lys Tyr Gly Val Gly Thr Pro Ala Ala Ala Ala Ala Lys Ala
450 455 460

Ala Ala Lys Ala Ala Gln Phe Gly Leu Val Pro Gly Val Gly Val Ala
465 470 475 480

Pro Gly Val Gly Val Ala Pro Gly Val Gly Val Ala Pro Gly Val Gly
485 490 495

Leu Ala Pro Gly Val Gly Val Ala Pro Gly Val Gly Val Ala Pro Gly

24
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Val Gly

Lys Ser
530

Gly Leu
545

Gly Leu

Val Pro

Ala Lys

Leu Gly
610

Ala Ala
625

Leu Val

Vval Pro

Lys Ala

Ala Gly
690

Leu Ser
705

Arg Lys
<210> 8
<211> 677

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>

<223> Otra informacion

<400> 8

Val

515

Ala

Gly

Gly

Gly

Tyr

595

Gly

Ala

Gly

Gly

Ala

675

Gln

Pro

Arg

500

Ala

Ala

Ala

Vval

Phe

580

Gly

Vval

Ala

Ala

val

660

Lys

Phe

Ile

Lys

Pro

Lys

Gly

Gly

565

Gly

Ala

Gly

Ala

Ala

645

Gly

Tyr

Pro

Phe

ES 2765259 T3

Gly

Val

Ile

550

Ala

Ala

Ala

Ile

Ala

630

Gly

Gly

Gly

Leu

Pro
710

Ile

Ala

535

Pro

Gly

Val

Val

Pro

615

Lys

Leu

Leu

Ala

Gly

695

Gly

Gly

520

Ala

Gly

Vval

Pro

Pro

600

Gly

Ala

Gly

Gly

Ala

680

Gly

Gly

505

Pro

Lys

Leu

Pro

Gly

585

Gly

Gly

Ala

Gly

Gly

665

Gly

Val

Ala

25

Gly

Ala

Gly

Gly

570

Ala

Val

val

Ala

Leu

650

Ile

Leu

Ala

Cys

Gly

Gln

Vval

555

Leu

Leu

Leu

Val

Lys

635

Gly

Pro

Gly

Ala

Leu
715

Val

Leu

540

Gly

Gly

Ala

Gly

Gly

620

Ala

Val

Pro

Gly

Arg

700

Gly

Ala

525

Arg

Val

Val

Ala

Gly

605

Ala

Ala

Gly

Ala

Val

685

Pro

Lys

510

Ala

Ala

Gly

Gly

Ala

590

Leu

Gly

Gln

Gly

Ala

670

Leu

Gly

Ala

Ala

Ala

Val

Ala

575

Lys

Gly

Pro

Phe

Leu

655

Ala

Gly

Phe

Cys

Ala

Ala

Pro

560

Gly

Ala

Ala

Ala

Gly

640

Gly

Ala

Gly

Gly

Gly
720



Met

Leu

Ile

Gly

Leu

65

Leu

Lys

Val

Gly

Leu

145

Thr

Ala

Pro

Leu

val
225

Ala

Leu

Pro

Gly

50

Gly

Val

Ala

Ser

Lys

130

Pro

Gly

Gly

Leu

Pro

210

Ala

Gly

Ser

Gly

Lys

Ala

Pro

Gly

Ala

115

val

Gly

Ala

Ile

Gly

195

Tyr

Gly

Leu

Ile

20

Gly

Pro

Gly

Gly

Ala

100

Gly

Pro

Ala

Gly

Pro

180

Tyr

Thr

Ala

Thr

Leu

val

Leu

Leu

Gly

Gly

Ala

Gly

Arg

Val

165

Gly

Pro

Thr

Ala
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Ala

His

Pro

Lys

Gly

70

Vval

Leu

Val

Vval

Phe

150

Lys

Val

Ile

Gly

Gly
230

Ala

Pro

Gly

Pro

55

Ala

Ala

Gly

Val

Gly

135

Pro

Pro

Gly

Lys

Lys

215

Lys

Ala

Ser

Gly

40

val

Phe

Asp

Gly

Pro

120

Leu

Gly

Lys

Pro

Ala

200

Leu

Ala

Pro

Arg

25

Val

Pro

Pro

Ala

Val

105

Gln

Pro

Val

Ala

Phe

185

Pro

Pro

Gly

26

Arg

10

Pro

Phe

Gly

Ala

Ala

90

Pro

Pro

Gly

Gly

Pro

170

Gly

Lys

Tyr

Tyr

Pro

Gly

Tyr

Gly

Val

75

Ala

Gly

Gly

Val

Val

155

Gly

Gly

Leu

Gly

Pro
235

Gly

Gly

Pro

Leu

60

Thr

Ala

Val

Ala

Tyr

140

Leu

Val

Pro

Pro

Tyr

220

Thr

val

Val

Ala

45

Ala

Phe

Tyr

Gly

Gly

125

Pro

Pro

Gly

Gln

Gly

205

Gly

Gly

Leu

Pro

30

Leu

Gly

Pro

Lys

Gly

110

Val

Gly

Gly

Gly

Pro

190

Gly

Pro

Thr

Leu

15

Gly

Gly

Ala

Gly

Ala

95

Leu

Lys

Gly

Val

Ala

175

Gly

Tyr

Gly

Gly

Leu

Ala

Pro

Gly

Ala

80

Ala

Gly

Pro

Val

Pro

160

Phe

val

Gly

Gly

Val
240
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Gly Pro Gln Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Lys Ala Ala Ala Lys Phe
245 250 255

Gly Ala Gly Ala Ala Gly Val Leu Pro Gly Val Gly Gly Ala Gly Val
260 265 270

Pro Gly Val Pro Gly Ala Ile Pro Gly Ile Gly Gly Ile Ala Gly Val
275 280 285

Gly Thr Pro Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Lys Ala Ala
290 295 300

Lys Tyr Gly Ala Ala Ala Gly Leu Val Pro Gly Gly Pro Gly Phe Gly
305 310 315 320

Pro Gly Val Val Gly Val Pro Gly Ala Gly Val Pro Gly Val Gly Val
325 330 335

Pro Gly Ala Gly Ile Pro Val Val Pro Gly Ala Gly Ile Pro Gly Ala
340 345 350

Ala Val Pro Gly Val Val Ser Pro Glu Ala Ala Ala Lys Ala Ala Ala
355 360 365

Lys Ala Ala Lys Tyr Gly Ala Arg Pro Gly Val Gly Val Gly Gly Ile
370 375 380

Pro Thr Tyr Gly Val Gly Ala Gly Gly Phe Pro Gly Phe Gly Val Gly
385 390 395 400

Val Gly Gly Ile Pro Gly Val Ala Gly Val Pro Gly Val Gly Gly Val
405 410 415

Pro Gly Val Gly Gly Val Pro Gly Val Gly Ile Ser Pro Glu Ala Gln
420 425 430

Ala Ala Ala Ala Ala Lys Ala Ala Lys Tyr Gly Leu Val Pro Gly Val
435 440 445

Gly Val Ala Pro Gly Val Gly Val Ala Pro Gly Val Gly Val Ala Pro
450 455 460

Gly Val Gly Leu Ala Pro Gly Val Gly Val Ala Pro Gly Val Gly Val
465 470 475 480

Ala Pro Gly Val Gly Val Ala Pro Gly Ile Gly Pro Gly Gly Val Ala
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Ala
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Val
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Leu Leu Ser Ile Leu His Pro Ser Arg Pro Gly Gly Val Pro Gly Ala
20 25 30

Ile Pro Gly Gly Val Pro Gly Gly Val Phe Tyr Pro Gly Ala Gly Leu

Gly Ala Leu Gly Gly Gly Ala Leu Gly Pro Gly Gly Lys Pro Leu Lys
50 55 60

Pro Val Pro Gly Gly Leu Ala Gly Ala Gly Leu Gly Ala Gly Leu Gly

Ala Phe Pro Ala Val Thr Phe Pro Gly Ala Leu Val Pro Gly Gly Vval

Ala Asp Ala Ala Ala Ala Tyr Lys Ala Ala Lys Ala Gly Ala Gly Leu
100 105 110

Gly Gly Val Pro Gly Val Gly Gly Leu Gly Val Ser Ala Ala Pro Ser
115 120 125

Val Pro Gly Ala Val Val Pro Gln Pro Gly Ala Gly Val Lys Pro Gly
130 135 140

Lys Val Pro Gly Val Gly Leu Pro Gly Val Tyr Pro Gly Gly Val Leu
145 150 155 160

Pro Gly Ala Arg Phe Pro Gly Val Gly Val Leu Pro Gly Val Pro Thr
165 170 175

Gly Ala Gly Val Lys Pro Lys Ala Pro Gly Val Gly Gly Ala Phe Ala
180 185 1390

Gly Ile Pro Gly Val Gly Pro Phe Gly Gly Pro Gln Pro Gly Val Pro
195 200 205

Leu Gly Tyr Pro Ile Lys Ala Pro Lys Leu Pro Gly Gly Tyr Gly Leu
210 215 220

Pro Tyr Thr Thr Gly Lys Leu Pro Tyr Gly Tyr Gly Pro Gly Gly Val
225 230 235 240

Ala Gly Ala Ala Gly Lys Ala Gly Tyr Pro Thr Gly Thr Gly Val Gly
245 250 255

Pro Gln Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Lys Ala Ala Ala Lys Phe Gly
260 265 270
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Ala Gly Ala Ala Gly Val Leu Pro Gly Val Gly Gly Ala Gly Val Pro
275 280 285

Gly Val Pro Gly Ala Ile Pro Gly Ile Gly Gly Ile Ala Gly Val Gly
290 295 300

Thr Pro Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Lys Ala Ala Lys
305 310 315 320

Tyr Gly Ala Ala Ala Gly Leu Val Pro Gly Gly Pro Gly Phe Gly Pro
325 330 335

Gly Val Val Gly Val Pro Gly Ala Gly Val Pro Gly Val Gly Val Pro
340 345 350

Gly Ala Gly Ile Pro Val Val Pro Gly Ala Gly Ile Pro Gly Ala Ala
355 360 365

Val Pro Gly Val Val Ser Pro Glu Ala Ala Ala Lys Ala Ala Ala Lys
370 375 380

Ala Ala Lys Tyr Gly Ala Arg Pro Gly Val Gly Val Gly Gly Ile Pro
385 390 395 400

Thr Tyr Gly Val Gly Ala Gly Gly Phe Pro Gly Phe Gly Val Gly Val
405 410 415

Gly Gly Ile Pro Gly Val Ala Gly Val Pro Gly Val Gly Gly Val Pro
420 425 430

Gly Val Gly Gly Val Pro Gly Val Gly Ile Ser Pro Glu Ala Gln Ala
435 440 445

Ala Ala Ala Ala Lys Ala Ala Lys Tyr Gly Leu Val Pro Gly Val Gly
450 455 460

Val Ala Pro Gly Val Gly Val Ala Pro Gly Val Gly Val Ala Pro Gly
465 470 475 480

Val Gly Leu Ala Pro Gly Val Gly Val Ala Pro Gly Val Gly Val Ala
485 490 495

Pro Gly Val Gly Val Ala Pro Gly Ile Gly Pro Gly Gly Val Ala Ala
500 505 510

Ala Ala Lys Ser Ala Ala Lys Val Ala Ala Lys Ala Gln Leu Arg Ala

30



10

<210> 10
<211> 711
<212> PRT

515

Ala Ala Gly Leu
530

Val Pro Gly Leu
545

Ala Gly VvVal Pro

Lys Ala Ala Lys
580

Gly Ala Leu Gly
595

Pro Ala Ala Ala
610

Phe Gly Leu Val
625

Leu Gly Val Pro

Ala Ala Lys Ala
660

Leu Ser Pro Ile
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Ile Pro Gly Gly Val Pro Gly Gly Val Phe Tyr Pro Gly Ala Gly Leu

Gly Ala Leu Gly Gly Gly Ala Leu Gly Pro Gly Gly Lys Pro Leu Lys

Pro Val Pro Gly Gly Leu Ala Gly Ala Gly Leu Gly Ala Gly Leu Gly
65 70 75 80

Ala Phe Pro Ala Val Thr Phe Pro Gly Ala Leu Val Pro Gly Gly Val

Ala Asp Ala Ala Ala Ala Tyr Lys Ala Ala Lys Ala Gly Ala Gly Leu
100 105 110

Gly Gly Val Pro Gly Val Gly Gly Leu Gly Val Ser Ala Ala Pro Ser
115 120 125

Val Pro Gly Ala Val Val Pro Gln Pro Gly Ala Gly Val Lys Pro Gly
130 135 140

Lys Val Pro Gly Val Gly Leu Pro Gly Val Tyr Pro Gly Gly Val Leu
145 150 155 160

Pro Gly Ala Arg Phe Pro Gly Val Gly Val Leu Pro Gly Val Pro Thr
165 170 175

Gly Ala Gly Val Lys Pro Lys Ala Pro Gly Val Gly Gly Ala Phe Ala
180 185 190

Gly Ile Pro Gly Val Gly Pro Phe Gly Gly Pro Gln Pro Gly Val Pro
195 200 205

Leu Gly Tyr Pro Ile Lys Ala Pro Lys Leu Pro Gly Gly Tyr Gly Leu
210 215 220

Pro Tyr Thr Thr Gly Lys Leu Pro Tyr Gly Tyr Gly Pro Gly Gly Val
225 230 235 240

Ala Gly Ala Ala Gly Lys Ala Gly Tyr Pro Thr Gly Thr Gly Val Gly
245 250 255

Pro Gln Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Lys Ala Ala Ala Lys Phe Gly
260 265 270

Ala Gly Ala Ala Gly Val Leu Pro Gly Val Gly Gly Ala Gly Vval Pro
275 280 285
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Gly Val Pro Gly Ala Ile Pro Gly Ile Gly Gly Ile Ala Gly Val Gly
290 295 300

Thr Pro Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Lys Ala Ala Lys
305 310 315 320

Tyr Gly Ala Ala Ala Gly Leu Val Pro Gly Gly Pro Gly Phe Gly Pro
325 330 335

Gly Vval Vval Gly Val Pro Gly Ala Gly Val Pro Gly Val Gly Val Pro
340 345 350

Gly Ala Gly Ile Pro Val Val Pro Gly Ala Gly Ile Pro Gly Ala Ala
355 360 365

Val Pro Gly Val Val Ser Pro Glu Ala Ala Ala Lys Ala Ala Ala Lys
370 375 380

Ala Ala Lys Tyr Gly Ala Arg Pro Gly Val Gly Val Gly Gly Ile Pro
385 390 395 400

Thr Tyr Gly Val Gly Ala Gly Gly Phe Pro Gly Phe Gly Val Gly Val
405 410 415

Gly Gly Ile Pro Gly Val Ala Gly Val Pro Gly Val Gly Gly Val Pro
420 425 430

Gly Val Gly Gly Val Pro Gly Val Gly Ile Ser Pro Glu Ala Gln Ala
435 440 445

Ala Ala Ala Ala Lys Ala Ala Lys Tyr Gly Val Gly Thr Pro Ala Ala
450 455 460

Ala Ala Ala Lys Ala Ala Ala Lys Ala Ala Gln Phe Gly Leu Val Pro
465 470 475 480

Gly Val Gly Val Ala Pro Gly Val Gly Val Ala Pro Gly Val Gly Val
485 490 495

Ala Pro Gly Val Gly Leu Ala Pro Gly Val Gly Val Ala Pro Gly Val
500 505 510

Gly Val Ala Pro Gly Val Gly Val Ala Pro Gly Ile Gly Pro Gly Gly
515 520 525

Val Ala Ala Ala Ala Lys Ser Ala Ala Lys Val Ala Ala Lys Ala Gln
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Ile Pro Gly Gly Val Pro Gly Gly Val Phe Tyr Pro Gly Ala Gly Leu

Gly Ala Leu Gly Gly Gly Ala Leu Gly Pro Gly Gly Lys Pro Leu Lys

Pro Val Pro Gly Gly Leu Ala Gly Ala Gly Leu Gly Ala Gly Leu Gly
65 70 75 80

Ala Phe Pro Ala Val Thr Phe Pro Gly Ala Leu Val Pro Gly Gly Val

Ala Asp Ala Ala Ala Ala Tyr Lys Ala Ala Lys Ala Gly Ala Gly Leu
100 105 110

Gly Gly Val Pro Gly Val Gly Gly Leu Gly Val Ser Ala Gly Ala Val
115 120 125

Val Pro Gln Pro Gly Ala Gly Val Lys Pro Gly Lys Val Pro Gly Val
130 135 140

Gly Leu Pro Gly Val Tyr Pro Gly Gly Val Leu Pro Gly Ala Arg Phe
145 150 155 160

Pro Gly Val Gly Val Leu Pro Gly Val Pro Thr Gly Ala Gly Val Lys
165 170 175

Pro Lys Ala Pro Gly Val Gly Gly Ala Phe Ala Gly Ile Pro Gly Val
180 185 190

Gly Pro Phe Gly Gly Pro Gln Pro Gly Val Pro Leu Gly Tyr Pro Ile
195 200 205

Lys Ala Pro Lys Leu Pro Gly Gly Tyr Gly Leu Pro Tyr Thr Thr Gly
210 215 220

Lys Leu Pro Tyr Gly Tyr Gly Pro Gly Gly Val Ala Gly Ala Ala Gly
225 230 235 240

Lys Ala Gly Tyr Pro Thr Gly Thr Gly Val Gly Pro Gln Ala Ala Ala
245 250 255

Ala Ala Ala Ala Lys Ala Ala Ala Lys Phe Gly Ala Gly Ala Ala Gly
260 265 270

Val Leu Pro Gly Val Gly Gly Ala Gly Val Pro Gly Val Pro Gly Ala
275 280 285
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Ile Pro Gly Ile Gly Gly Ile Ala Gly Val Gly Thr Pro Ala Ala Ala
290 295 300

Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Lys Ala Ala Lys Tyr Gly Ala Ala Ala
305 310 315 320

Gly Leu Val Pro Gly Gly Pro Gly Phe Gly Pro Gly Val Val Gly Val
325 330 335

Pro Gly Ala Gly Val Pro Gly Val Gly Val Pro Gly Ala Gly Ile Pro
340 345 350

Val Val Pro Gly Ala Gly Ile Pro Gly Ala Ala Val Pro Gly Val Val
355 360 365

Ser Pro Glu Ala Ala Ala Lys Ala Ala Ala Lys Ala Ala Lys Tyr Gly
370 375 380

Ala Arg Pro Gly Val Gly Val Gly Gly Ile Pro Thr Tyr Gly Val Gly
385 390 395 400

Ala Gly Gly Phe Pro Gly Phe Gly Val Gly Val Gly Gly Ile Pro Gly
405 410 415

Val Ala Gly Val Pro Gly Val Gly Gly Val Pro Gly Val Gly Gly Val
420 425 430

Pro Gly Val Gly Ile Ser Pro Glu Ala Gln Ala Ala Ala Ala Ala Lys
435 440 445

Ala Ala Lys Tyr Gly Leu Val Pro Gly Val Gly Val Ala Pro Gly Val
450 455 460

Gly Val Ala Pro Gly Val Gly Val Ala Pro Gly Val Gly Leu Ala Pro
465 470 475 480

Gly Val Gly Val Ala Pro Gly Val Gly Val Ala Pro Gly Val Gly Val
485 490 495

Ala Pro Gly Ile Gly Pro Gly Gly Val Ala Ala Ala Ala Lys Ser Ala
500 505 510

Ala Lys Val Ala Ala Lys Ala Gln Leu Arg Ala Ala Ala Gly Leu Gly
515 520 525

Ala Gly Ile Pro Gly Leu Gly Val Gly Val Gly Val Pro Gly Leu Gly
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REIVINDICACIONES

1. Polirribonucleétido que codifica elastina/tropoelastina con una secuencia nucleotidica que presenta al
menos una modificacion quimica que estabiliza el polirribonucleétido, en donde al menos aprox. 25% de las
uridinas del polirribonucledtido estan reemplazadas por pseudouridina y aprox. 25% de las citidinas del
polinucleétido estan reemplazadas por 5-metilcitidina, para estabilizar el polirribonucleétido.

2. Polirribonucledtido segun la reivindicacion 1, caracterizado por que es un ARNm.

3. Polirribonucledtido segun una de las reivindicaciones precedentes, que presenta ademas una modificacion
quimica que esta seleccionada del grupo consistente en: estructura de caperuza 5', preferiblemente una
caperuza de guanina 5', cola de poli(A), un analogo a estructura de caperuza [analogo a caperuza antiinverso
(ARCA,; 3'0-Me-m’G(5")ppp(5)ppp(5')G)], un refuerzo de la secuencia de inicio de traduccion en el codon de
inicio AUG, preferiblemente mediante la secuencia (CCCCGC)aucGagAUG.

4. Polirribonucledtido segun una de las reivindicaciones precedentes, que tiene la secuencia SEQ ID n.° 1, en
la que al menos aprox. 25% de las uridinas estan reemplazadas por pseudouridina y en la que al menos
aprox. 25% de las citidinas estan reemplazadas por 5-metilcitidina.

5. Polirribonucledtido segun una de las reivindicaciones precedentes, que codifica una secuencia de
aminoacidos que esta seleccionada del grupo consistente en: SEQ ID n.° 7, SEQ ID n.° 8, SEQ ID n.° 9, SEQ
IDn.°10y SEQID n.° 11.

6. Polirribonucledtido segun una de las reivindicaciones precedentes para inducir la sintesis de
elastina/tropoelastina para uso en el tratamiento de una sintesis deficitaria de proteina de fibra elastica, en
particular en la pérdida de elasticidad cutanea relacionada con la edad (formacion de arrugas), en la
estimulacion de la cicatrizacion de heridas, en la recuperacion de la elasticidad, preferiblemente de tejido
vaginal, de tejido blando y duro del periodonto.

7. Polirribonucledtido segun una de las reivindicaciones precedentes para uso en el tratamiento de una
enfermedad seleccionada del grupo consistente en: arteriosclerosis, estenosis aodrtica, aneurisma aortico,
enfisema pulmonar, dermatocalasia, sindrome de Williams-Beuren, estenosis adrtica congénita subvalvular
(SVAS).

8. Composicién cosmética, que comprende el polirribonucleétido segun una de las reivindicaciones 1 a 7 y
una formulacién cosméticamente aceptable y, eventualmente, otras sustancias activas y auxiliares.

9. Composicion farmacéutica, que comprende el polirribonucledtido segin una de las reivindicaciones 1a 7'y
una formulacion farmacéuticamente aceptable y, eventualmente, otras sustancias activas y auxiliares.

10. Composicién segun la reivindicacion 8 o 9, caracterizada por que comprende ademas un inmunosupresor,
preferiblemente un inhibidor de interferén.

11. Producto médico, preferiblemente parche o implante médico, mas preferiblemente stent/implante
vascular, que comprende el polirribonucleétido segun una de las reivindicaciones 1 a 7 y/o la composicion
segun una de las reivindicaciones 8 a 10, preferiblemente esta revestido con estos.
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Fig. 3
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Fig. 4
Expresion de luciferasa en EA.hy926 tras transfeccion de ARNm de IVT
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Fig. 5

Fig. 6
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Fig. 7
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Fig. 8
Expresion de citocinas en EA.hy926 tras transfeccion de ARNm de IVT
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Fig. 10

Expresion de luciferasa en un
modelo de piel porcina
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