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DESCRIPCION

Proteina quimérica que contiene proteinasa cisteinica de Fasciola hepdtica fusionada con la proteina del nicleo
del virus de la hepatitis B o de la ubiquitina; plantas expresando dicha proteina; y su utilizacién como vacuna.

Particula de dcido nucleinico, célula vegetal, modo de obtencién de una proteina quimérica, modo de obtencién
de una planta transgénica, planta transgénica, aplicaciéon de la planta transgénica, composicién farmacéutica, vacuna
contra la fascioliasis hepatica.

Los objetos del invento son: particula de 4cido nucleinico, célula vegetal, modo de obtencién de una proteina
quimérica, modo de obtencidn de una planta transgénica, planta transgénica, aplicacion de la planta transgénica, com-
posicion farmacéutica, la vacuna contra la fascioliasis hepatica. De manera general, el invento se refiere a la manera
de provocar una respuesta inmunoldgica que incluye la administracion de la vacuna por via digestiva. Los objetos del
invento sirven a obtener vacunas orales contra la fascioliasis hepatica.

La fasciola hepatica (Fasciola hepatica) es un parasito interno del ganado bovino. Es un esquisostoma Digenea
lo cual significa que en su ciclo de vida se distinguen varias etapas de desarrollo con la participacién de un huésped
intermediario - caracol Galba truncatula (Gastropoda, Lymnaeidae). El animal es atacado después de haber ingerido
plantas en donde habia formas invasivas encapsuladas de Fasciola - las metacercarias. En el tubo digestivo de los
vertebrados, la membrana de la metacercaria se disuelve, la forma juvenil se desplaza a través de la cavidad peritoneal
al higado y atravesando la pulpa de este 6rgano llega a los canales biliares donde poco a poco alcanza la pubertad. La
enfermedad causada por la fascioliasis hepatica, llamada fasciolasis, hace que los animales adelgazan, baja el rendi-
miento en la produccién de leche, baja la fertilidad, e inclusive puede llevar hasta la muerte del animal (Kadlubowski
et al. 1999). Es entonces una enfermedad de gran peso econdmico que causa enormes pérdidas. Ademds, se observa
cada vez mads casos de esta enfermedad entre la gente, en particular en los paises en via de desarrollo donde, segtin se
supone, cada tercer habitante puede estar infectado y donde los casos mds graves de infeccion por fascioliasis hepatica,
pueden terminar por la muerte.

La fascioliasis hepdtica es considerada uno de los problemas parasitarios mas graves del mundo. Simultdneamente,
son las vacunaciones profildcticas las que llegan a ser una intervencién médica mds eficaz y mds rentable. De su
eficiencia decide no sélo su capacidad inmunizadora, sino también la accesibilidad donde el precio es el factor que
mds influencia tenga. Las investigaciones actuales se concentran, entre otros, en bajar el costo de obtencién de las
vacunas.

El tratamiento consiste en utilizar los medicamentos anti-fasciolasis, mientras que la prevencién consiste en com-
batir el caracol, que es el huésped intermediario del parasito, como también drenar praderas y pastos. Hasta la fecha, no
existe una vacuna eficaz, aunque se ha emprendido varios ensayos cuyo objetivo era encontrar un antigeno adecuado
de fasciola que provocara una alta respuesta inmunoldgica. Hasta ahora, como vacuna, se ha utilizado los antigenos
provenientes de Fasciola (Wedrychowicz y Klockiewicz, Acta Parasitologica 1994, 39:173).

La migracion del esquisostoma en el interior de los tejidos del huésped definitivo es posible gracias a las secretadas
enzimas proteoliticas, donde las proteinasas cisteinicas (Piacenza L. et al. Parasitol Int., 1998, 47S:266) que disuelven
las proteinas de la substancia intercelular - primero las paredes del tubo digestivo, luego las de los conductos biliares
y del higado. Es entonces un factor clave que permite al pardsito desarrollarse, y a la vez el elemento del contacto
pardsito - huésped. Las enzimas proteoliticas desempefian un papel muy importante en el ciclo vital de todos los
pardsitos, porque permiten invadir las células y los tejidos del huésped - hacen degradar los elementos del sistema
inmunolégico, hidrolizan las protefnas del huésped para sus propias necesidades alimenticias. Como resultado de la
evolucidn, las enzimas se hicieron mds especificas lo cual influy6 en el éxito adaptador de los pardsitos.

La proteinasa cisteinica pertenece al grupo de proteinas llamadas catepsinas L (cahtepsin like protein). Son cono-
cidas dos formas no homogéneas de estas enzimas - L1 y L2 (27 kDa y 29,5 kDa). El cDNA de la proteinasa cisteinica
ha sido utilizado como vacuna anti-fasciolasis con una exitosamente terminada inmunizacion de ratas (Kofta et al.,
Vaccine 2000, 18:2985).

Hace algo mas de diez afios se crefa que la tinica funcién de las enzimas proteoliticas secretadas por las células
gastrodérmicos de fascioliasis hepdtica era Unicamente la de facilitar la penetracién en los tejidos del huésped y
asimilar los elementos alimenticios. Actualmente, se sabe que las catepsinas L pueden cortar los anticuerpos en la
region de la bisagra ginglimal y proteger el pardsito ante el ataque inmunolégico. Disponen ademds de una capacidad
de fragmentar el fibrinégeno de manera que éste forma codgulos que rodeen el esquisostoma que se estd desplazando
en el organismo del huésped y por eso debilitan la eficacia de la respuesta inmunoldgica, frenando el acceso de los
macréfagos. Un de las catepsinas es también presente en los esquisostomas adultos, en las gldndulas Melis, donde
participa en la formacion de huevos. Esto significa entonces que esta enzima es secretada en cada etapa de vida del
pardsito.

La transgenesis ha facilitado utilizar los organismos animales y vegetales como un tipo de bioreactores. Los orga-
nismos transgénicos recibidos por esta via producen las proteinas antigénicas que introducen el sistema inmunolégico
en el estado de alerta ante la invasion de los patégenos (Charon et al., Genetyka zwierzat, PWN, Warszawa, 2000).
En las vacunas de este tipo, el material de vacunacion son los antigenos aislados - proteinas virulentas, bacterianas o
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parasitarias. La estimulacidn del sistema inmunoldgico es posible cuando la proteina mantiene su estructura no alte-
rada, nativa, lo que significa que los factores patégenos de los organismos superiores necesitan usualmente el sistema
de expresion eucaridtico. Por tanto también, la produccién de estas proteinas en la levadura o en las bacterias, a pesar
de ser mds barata y mds eficaz, debido a la falta de posibilidad de una modificacién adecuada de proteinas, a menudo
resulta ineficaz.

La descripcion del patente US6084156 (publicado 04.07.2000) presenta una solucidon que se refiere a las plantas
que producen péptidos liticos. Fuera de la descripcién US6084156, la solucién concerniente a la unién estabilizadora
entre los polipéptidos y el péptido litico de ubiquitina, y al modo de formacién por medio de subclonacién del dcido
nucleinico que codifica las secuencias de los péptidos liticos al vector de la plasmida que contenga el promotor y la
secuencia que codifica el polipéptido ubiquitina, en donde la secuencia del polipéptido de ubiquitina estd fusionada en
el 5’ extremo de la secuencia del dcido nucleinico del péptido litico que experimenta una translaciéon como polipép-
tido de fusion, ha sido presentada también en las descripciones de los patentes US 6448391 (publicado 10.09.2002),
US6018102 (publicado 25.01.2000) y US5955573 (publicado 21.09.1999). Cabe notar que aparte de ello, las des-
cripciones US6018102 y US5955573 presentan ademds soluciones que conciernen a los constructos genéticos de la
unién del péptido litico de ubiquitina, los productos proteinicos obtenidos de éstos, como también su produccién y
aplicacion.

La descripcién de patente US6306663 (publicado 23.10.2001) presenta la solucién que se relaciona con los nuevos
compuestos que contengan un elemento de reconocimiento de la ubiquitina y el factor proteinico de ligamiento. El
invento concierne también a la aplicacién de los compuestos teniendo por finalidad modular el nivel y/o la actividad
de la proteina final. Estos compuestos son ttiles en la aplicacion contra las infecciones, estados inflamatorios, tumores
y enfermedades genéticas, como también como herbicidas e insecticidas.

La descripcion del patente US6068994 (publicado 30.05.2000) presenta el invento que se relaciona con la expre-
sién de la ubiquitina. La solucién muestra el sistema de juntarse la ubiquitina, el cual facilita un alto nivel, ajustable,
de formacién de proteinas heteroldgicas con residuos aminoacidicos desestabilizadores en posicién terminal. Las pro-
tefnas de fusion de ubiquitina, expresdndose en la levadura, son con precisién cortadas in vivo por las hidrolasas
endogénicas, especificas para la ubiquitina, para la proteinas heterolégicas de levadura, como lo son alfa-1-antitrypsy-
na humana, gamma-interferon humano y la proteina humana del virus HIV, es decir todas que inician con los residuos
desestabilizadores. El vector de expresidon que contenga un gen sintético de la ubiquitina monomérica de levadura fue
construido y estuvo experimentando la expresion bajo control del promotor de levadura para la glucosa. Este siste-
ma puede ser utilizado para aumentar el nivel de expresion en el caso de proteinas que demuestran un bajo nivel de
expresion y para formar proteinas que tengan residuos aminoacidicos desestabilizadores en posicion terminal.

En las descripciones del patente US 5847097 (publicado 08.12.1998) y US5646017 (publicado 08.07.1997), ha
sido presentado el modo de formar o modificar la estructura de la proteina a nivel de proteina o de gen, con el objetivo
de formar los especificos amino-terminaciones in vivo o in vitro. Estos modos estdn basados sobre une introduccién
no natural de la unién proteina-ubiquitina, y sobre la constatacién de que el tiempo de la semi-desintegraciéon de la
proteina in vivo es funcién del N-terminal aminoacido de proteina.

La descripcion del patente US5620923 (publicado 15.04.1997) presenta el modo de crear productos proteinicos
sintéticos que contengan hasta cuarenta residuos aminoacidicos aproximadamente, aumentados de ubiquitina en la
terminacion de carboxilo y que se expresan en las células procariéticas, como E. coli. Se puede aplicar este proceso a
la produccién de los péptidos que contengan entre 2 hasta 40 residuos aminoacidicos aproximadamente y en particular
estd adaptado a la produccién de los péptidos que contengan entre 5 hasta 40 residuos aminoacidicos.

La descripcion del patente US 5494818 (publicado 27.02.1996) se refiere a la clase genérica de las proteasas
ubiquitino-especificas que de una manera especifica cortan/separan los grupos al lado del grupo del residuo C-terminal
de ubiquitina en la proteina de fusion de ubiquitina, independientemente de su tamafio.

Mis exactamente, el invento atafie a las proteasas ubiquitino-especificas de la clase aislada de la célula y de las
secuencias DNA aisladas que codifican las proteinas de esta clase.

Los ensayos de fabricar los antigenos cuya meta eran las vacunaciones, efectuados en cultivos de las células de
mamiferos o insectos, estaban relacionados con muy elevados costes, con la necesidad de un control continuo del
proceso de sintesis y con una fina purificacién de los preparados de vacunacién, para que los mismos no constituyeran
una potencial fuente de los factores que provoquen la aparicion de las reacciones alérgicas o de auto-inmunoldgicas.

Los bioreactores vegetales son mucho mds baratos y mds seguros. Las proteinas formadas en una célula vegetal
sobre la base del DNA exdgeno tienen la idéntica composicién de aminodcidos, experimentan modificaciones similares
y adquieren propiedades andlogas a las que aparecen en el proceso de patogenesis en el organismo del huésped. Las
plantas transgénicas poseen un fragmento del DNA ajeno en todas sus células y es aquel que codifica el antigeno
apropiado, y producen una determinada proteina antigénica. El introducido gen ajeno es transmitido a la progenie.

Las plantas modificadas pueden ser ingeridas estando crudas, gracias a lo cual se evitan gastos relacionados con
la purificacion del antigeno. La via oral de inmunizacién parece ser la mds comoda visto el modo de administracién
no invasivo e indolor, una alta eficiencia de la respuesta sistémica (McGhee J.R., Lamm M.E., Strober W. 1999, en:
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Mucosal Inmunology (Ogra P.L., Lamm M.E., Bienenstock J., Mestecky J., Strober W., McGhee J.R., dir.), pp. 485-
505, Academic Press).

Las descripciones del patente: US6281345 (publicado 28.08.2001), US6265198 (publicado 24.07.2001) presentan
las composiciones farmacéuticas que contienen dcidos nucleinicos, proteinas, anticuerpos e inhibitores, y su aplicacién
para proteger los animales de las enfermedades causadas por los parasitos del sistema digestivo.

La descripcion del patente US6066503 (publicado 23.05.2000) presenta una solucién concerniente a las secuencias
nucleotidicas que codifican las enzimas de la aminopeptidiasis de los pardsitos del sistema digestivo, sus antigenos y
equivalentes funcionales, y su aplicacién como vacuna contra esos parasitos.

En la descripcién del patente US5885814 (publicado 23.03.1999) ha sido presentada una vacuna contra los parasi-
tos del sistema digestivo, que contiene la proteasa de serina obtenida de la fascioliasis hepética.

Las descripciones de los patentes US6419923 (publicado 22.07.2002), US6365392 (publicado 02.04.2002),
US5795768 (publicado 18.08.1998), US5792624 (publicado 11.08.1998), US5750391 (publicado 12.05.1998) y
US5691186 (publicado 25.11.1997), presentan los modos de obtencién de proteinas de la proteinasa cistefnica, de
los anticuerpos, de los compuestos que inhiben la actividad de la proteinasa cisteinica de las filarias, como también
su aplicacion en la composiciones farmacéuticas para proteger los animales contra las enfermedades causadas por los
parésitos del sistema digestivo, y de las aisladas células recombinadas que las expresan. En la descripcién US6365392
la composicién que contiene diferentes particulas aisladas del acido nucleinico es una vacuna del virus recombinado.

La descripcién del patente US5863775 (publicado 26.01.1999) presenta el modo de combatir los parasitos del
sistema digestivo en los animales que son huéspedes definitivos, que consiste en administrarle al animal, por via oral,
una proteina antiparasitolégica en forma de medicina o de alimento, para que esta proteina llegue al pardsito. La
proteina antiparasitolégica puede ser un inhibidor de la enzima del pardsito, por ejemplo un inhibidor de una enzima
digestiva como lo es el inhibidor de la proteinasa cisteinica. Conforme a esta solucién, la proteina antiparasitolégica
es una proteina que se expresa en el maiz y arroz transgénicos, que son alimento para animales.

A pesar de las investigaciones preliminares descritas mds arriba, dedicadas a obtener una vacuna contra la fascio-
liasis hepdtica, siempre sigue existiendo una necesidad de adquirir instrumentos eficaces que permitieran obtener de
una manera fécil las eficaces vacunas inmunizadoras frente a este paréasito.

El objetivo del presente invento es suministrar los medios que pudieran ser utilizados para obtener una vacuna fren-
te a la fascioliasis hepdtica. Un objetivo particular del invento es suministrar las proteinas quiméricas que contuvieran
antigenos seleccionados provenientes de la proteinasa cisteinica aislada de la Fasciola hepatica y que pudieran ser
utilizadas en las vacunaciones contra la fascioliasis hepdtica, como también instrumentos que permitieran su expre-
sion, sobre todo en los sistemas vegetales. Un objetivo particular del invento es suministrar los medios que permitieran
obtener una planta transgénica que podria ser utilizada en la produccién de las vacunas comestibles contra fascioliasis
hepatica.

De manera inesperada, la realizacién del objetivo definido de esta manera, y la solucién de los problemas rela-
cionados con las proteinas que se forman en las células sobre la base del DNA exdgeno, han sido alcanzados en el
presente invento.

El objeto del invento es la particula del dcido nucleinico que codifica la proteina quimérica bajo el control del
promotor constitutivo 35S CaMV y cuya caracteristica es que la secuencia que codifica a la proteina quimérica esta
compuesta por una de las siguientes secuencias:

una secuencia nucleotidica que codifica la secuencia aminoacidica del dominio catalitico de la proteinasa
cisteinica de fascioliasis hepdtica, fusionada con una secuencia que codifica la proteina Core HBc,

- una secuencia nucleotidica que codifica la secuencia aminoacidica del dominio de lider de la proteinasa
cisteinica de fascioliasis hepdtica, fusionada con una secuencia que codifica la proteina Core HBc,

- una secuencia nucleotidica que codifica la secuencia aminoacidica del dominio catalitico de la proteinasa
cistefnica de fascioliasis hepética, fusionada con una secuencia que codifica la proteina Core HBc y residuos
de glicina, o

- una secuencia nucleotidica que codifica la secuencia aminoacidica del dominio catalitico de la proteinasa
cistefnica de fascioliasis hepdtica, fusionada con una secuencia nucleotidica que codifica la ubiquitina.

Es preferible que la secuencia que codifica la proteina quimérica haya sido seleccionada entre las secuencias
presentadas en las Fig. 1 - Fig. 14.

Es preferible que la célula vegetal contenga secuencias aminodcidas reservadas mads arriba.
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Otro objeto del invento es el modo de obtener una proteina quimérica que incluye la introduccién del vector en
las células Agrobacterium tumefaciens mediante la electroporacion, luego la transformacién de plantas mediante una
cepa bacteriana que comprende ese vector, y la expresion de la proteina quimérica, conteniendo el vector el constructo
que contiene una de las siguientes secuencias:

- una secuencia nucleotidica que codifica la secuencia aminoacidica del dominio catalitico de la proteinasa
cistefnica de fascioliasis hepatica, fusionada con una secuencia que codifica la proteina Core HBc,

- una secuencia nucleotidica que codifica la secuencia aminoacidica del dominio de lider de la proteinasa
cisteinica de fascioliasis hepatica, fusionada con una secuencia que codifica la proteina Core HBc,

- una secuencia nucleotidica que codifica la secuencia aminoacidica del dominio catalitico de la proteinasa
cistefnica de fascioliasis hepdtica, fusionada con una secuencia que codifica la proteina Core HBc y residuos
de glicina, o

- una secuencia nucleotidica que codifica la secuencia aminoacidica del dominio catalitico de la proteinasa
cistefnica de fascioliasis hepatica, fusionada con una secuencia nucleotidica que codifica ubiquitina.

Otro objeto del invento es el modo de obtener una planta transgénica, que incluye la introduccién del vector en las
células Agrobacterium tumefaciens mediante la electroporacion, la transformacion de las plantas mediante una cepa
bacteriana que comprende ese vector, y la regeneracion de plantas, conteniendo el vector el constructo compuesto por
una de las siguientes secuencias:

- una secuencia nucleotidica que codifica la secuencia aminoacidica del dominio catalitico de la proteinasa
cisteinica de fascioliasis hepatica, fusionada con una secuencia que codifica la proteina Core HBc,

- una secuencia nucleotidica que codifica la secuencia aminoacidica del dominio de lider de la proteinasa
cistefnica de fascioliasis hepatica, fusionada con una secuencia que codifica la proteina Core HBc,

- una secuencia nucleotidica que codifica la secuencia aminoacidica del dominio catalitico de la proteinasa
cisteinica de fascioliasis hepdtica, fusionada con una secuencia que codifica la proteina Core HBc y residuos
de glicina, o

- una secuencia nucleotidica que codifica la secuencia aminoacidica del dominio catalitico de la proteinasa
cistefnica de fascioliasis hepatica, fusionada con una secuencia nucleotidica que codifica ubiquitina.

Otro objeto del invento es una planta transgénica que posee células transformadas por un constructo que contenga
una secuencia nucleotidica que se caracteriza por poseer células transformadas por el constructo compuesto por una
de las siguientes secuencias:

- una secuencia nucleotidica que codifica la secuencia aminoacidica del dominio catalitico de la proteinasa
cistefnica de fascioliasis hepatica, fusionada con una secuencia que codifica la proteina Core HBc,

- una secuencia nucleotidica que codifica la secuencia aminoacidica del dominio de lider de la proteinasa
cistefnica de fascioliasis hepdtica, fusionada con una secuencia que codifica la proteina Core HBc,

- una secuencia nucleotidica que codifica la secuencia aminoacidica del dominio catalitico de la proteinasa
cisteinica de fascioliasis hepdtica, fusionada con una secuencia que codifica la proteina Core HBc y residuos
de glicina, o

- una secuencia nucleotidica que codifica la secuencia aminoacidica del dominio catalitico de la proteinasa
cistefnica de fascioliasis hepatica, fusionada con una secuencia nucleotidica que codifica ubiquitina.

Otro objeto del invento es la aplicacion de la planta transgénica transformada por un constructo que contenga una
secuencia nucleotidica que codifica la secuencia aminoacidica de la proteina quimérica, que se caracteriza por lo que
la proteina quimérica estd compuesta por una de las siguientes secuencias:

- una secuencia del dominio catalitico de la proteinasa cisteinica de fascioliasis hepdtica, fusionada con una
secuencia de la proteina Core HBc,

- una secuencia del dominio de lider de la proteinasa cisteinica de fascioliasis hepdtica, fusionada con una
secuencia de la proteina Core HBc,

- una secuencia del dominio catalitico de la proteinasa cisteinica de fascioliasis hepdtica, fusionada con una
secuencia de la proteina Core HBc y residuos de glicina, que forman una estructura del puente de glicina, o

- una secuencia del dominio catalitico de la proteinasa cisteinica de fascioliasis hepdtica, fusionada con una
secuencia de ubiquitina.
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Otro objeto del invento es la composicién farmacéutica que comprende una célula vegetal que contenga una se-
cuencia nucleotidica que codifica la secuencia aminoacidica de la proteina quimérica, o una planta transgénica que
posee las células transformadas con una secuencia nucleotidica que codifica la secuencia aminoacidica de la proteina
quimérica, o sus tejidos, o productos de su transformacidn y, eventualmente, un soporte farmacéuticamente admisible,
que se caracteriza por lo que una secuencia aminoacidica de la proteina quimérica estd compuesta por una de las
siguientes secuencias:

- una secuencia del dominio catalitico de la proteinasa cisteinica de fascioliasis hepatica, fusionada con una
secuencia de la proteina Core HBc,

- una secuencia del dominio de lider de la proteinasa cisteinica de fascioliasis hepdtica, fusionada con una
secuencia de la proteina Core HBc,

- una secuencia del dominio catalitico de la proteinasa cisteinica de fascioliasis hepatica, fusionada con una
secuencia de la proteina Core HBc y residuos de glicina, que forman la estructura del puente de glicina, o

- una secuencia del dominio catalitico de la proteinasa cisteinica de fascioliasis hepdtica, fusionada con una
secuencia de ubiquitina.

Es preferible que la composicién farmacéutica sea un liofilizado.

Otro objeto del invento es una vacuna contra la fascioliasis hepdtica que comprende una célula vegetal que contenga
una secuencia nucleotidica que codifica la secuencia aminoacidica de la proteina quimérica, o una planta transgénica
que posea células transformadas con una secuencia nucleotidica que codifica la secuencia aminoacidica de la proteina
quimérica, o sus tejidos, o los productos de su transformacién y, eventualmente, un soporte farmacéuticamente admi-
sible, que se caracteriza por lo que la secuencia aminoacidica de la proteina quimérica estd compuesta por una de las
siguientes secuencias:

- una secuencia del dominio catalitico de la proteinasa cisteinica de fascioliasis hepatica, fusionada con una
secuencia de la proteina Core HBc,

- una secuencia del dominio de lider de la proteinasa cisteinica de fascioliasis hepdtica, fusionada con una
secuencia de la proteina Core HBc,

- una secuencia del dominio catalitico de la proteinasa cisteinica de fascioliasis hepdtica, fusionada con
una secuencia de la proteina Core HBc y residuos de glicina, que forman una estructura del puente de
glicina,

- una secuencia del dominio catalitico de la proteinasa cisteinica de fascioliasis hepdtica, fusionada con una
secuencia de ubiquitina.

Es preferible que la vacuna tenga la forma de un liofilizado.
Es preferible que la vacuna sea una vacuna oral.

Otro objeto del invento es la célula vegetal reservada mas arriba, o la planta transgénica reservada mas arriba, para
ser aplicadas en la induccidn de la resistencia a infecciones por fascioliasis hepatica en un mamifero.

Es preferible que el tratamiento sea sumistrado por via oral.

Conforme al invento, la secuencia codificadora de proteinasa ha sido dividida en tramos que codifican el dominio
catalitico y el de lider de la enzima, porque la utilizacién de la secuencia total que codifica la proteinasa cisteinica
podria hacer que se formara una enzima plenamente activa que mantendria su actividad hidrolitica que podria a su
vez provocar trastornos en el desarrollo de las plantas transgénicas. En la realizacion particular del invento, estos
fragmentos fueron fusionados con la secuencia que codifica la proteina Core HBc (niicleo “core” de la hepatitis B)
del HBV. Esos genos quiméricos fueron colocadas bajo el control del promotor constitutivo 35S CaMV en el vector
binario ROK?2, obteniendo pMKCROK?2 y pMLCROK?2. Aparte de eso, fueron realizados los vectores utilizando la
secuencia del dominio catalitico fusionado con la proteina Core HBc y varios residuos de glicina y ademds, la secuencia
catalitica fue conectada a la ubiquitina. Estas plasmidas fueron introducidas en las plantas mediante procedimientos
que permitian su integracion al genoma de la planta.

Las figuras que siguen permiten explicar mejor la esencia del invento.
Figura 1 presenta una secuencia que codifica la proteina hibrida “fragmento Core HBV::parte de lider de la proteasa

cisteinica de fascioliasis hepdtica”. El fragmento ha sido introducido al vector ROK2 en los espacios creados después
de la digestion con nucleasa restrictiva BamHI y Sacl.
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Figura 2 presenta una secuencia que codifica la proteina hibrida “fragmento Core HBV::parte catalitica de la
proteasa cisteinica de fascioliasis hepdtica”. El fragmento ha sido introducido al vector pIGCmT?7 en los espacios
creados después de la digestion con nucleasa restrictiva Ndel y HindIII.

Figura 3 presenta una secuencia que codifica la parte catalitica de la proteasa cisteinica de fascioliasis hepatica.
El fragmento ha sido introducido al vector pIGCmT?7 en los espacios creados después de la digestion con nucleasa
restrictiva Ndel y HindIII.

Figura 4 presenta una secuencia que codifica la parte catalitica de la proteasa cisteinica de fascioliasis hepatica. El
fragmento ha sido introducido al vector Bluescript SK(-) en los espacios creados después de la digestién con nucleasa
restrictiva BamHI y HindIII.

Figura 5 presenta una secuencia que codifica la parte catalitica de la proteasa cisteinica de fascioliasis hepdtica. El
fragmento ha sido introducido al vector Bluescript SK(-) en los espacios creados después de la digestién con nucleasa
restrictiva BamHI y HindIII.

Figura 6 presenta una secuencia que codifica la proteina hibrida “fragmento Core HBV::dominio catalitico de la
proteasa cisteinica de fascioliasis hepatica”. El fragmento ha sido introducido al vector ROK?2 en los espacios creados
después de la digestion con nucleasa restrictiva BamHI y Sacl.

Figura 7 presenta una secuencia que codifica la proteina hibrida ubiquitina::parte catalitica de la proteasa cisteinica
de fascioliasis hepatica”. El fragmento ha sido introducido al vector ROK2 en los espacios creados después de la
digestion con nucleasa restrictiva Xbal y BamHI.

Figura 8 presenta una secuencia que codifica la proteina hibrida “fragmento Core HBV::parte de lider de la pro-
teasa cisteinica de fascioliasis hepdtica. El fragmento ha sido introducido al vector pIGCmT7 en los espacios creados
después de la digestion con nucleasa restrictiva Ndel y HindIII.

Figura 9 presenta una secuencia que codifica la parte catalitica de la proteasa cisteinica de fascioliasis hepatica.
El fragmento ha sido introducido al vector pIGCmT?7 en los espacios creados después de la digestién con nucleasa
restrictiva Ndel y HindIII.

Figura 10 presenta una secuencia que codifica la proteina hibrida “fragmento Core HBV::parte catalitica de la
proteasa cisteinica de fascioliasis hepdtica”. El fragmento ha sido introducido al vector pIGCmT?7 en los espacios
creados después de la digestion con nucleasa restrictiva Ndel y HindIII.

Figura 11 presenta una secuencia que codifica la proteina hibrida “fragmento Core HBV::parte catalitica de la
proteasa cisteinica de fascioliasis hepética”. El fragmento ha sido introducido al vector Bluescript SK (-)en los espacios
creados después de la digestion con nucleasa restrictiva EcoRI y HindIII.

Figura 12 presenta una secuencia que codifica la proteina hibrida “ubiquitina::parte catalitica de la proteasa cis-
tefnica de fascioliasis hepdtica”. El fragmento ha sido introducido al vector Bluescript SK(-) en los espacios creados
después de la digestion con nucleasa restrictiva EcoRI y Xhol.

Figura 13 presenta una secuencia que codifica la proteina hibrida “fragmento Core HBV::parte de lider de la
proteasa cisteinica de fascioliasis hepatica”. El fragmento ha sido introducido al vector ROK?2 en los espacios creados
después de la digestion con nucleasa restrictiva BamHI y Sacl.

Figura 14 presenta una secuencia que codifica la proteina hibrida “fragmento Core HBV::parte catalitica de la
proteasa cistefnica de fascioliasis hepéatica”. El fragmento ha sido introducido al vector ROK2 en los espacios creados
después de la digestion con nucleasa restrictiva BamHI y Asp718. Al comienzo (hasta el lugar de corte con nucleasa
restrictiva EcoRI) y al final (desde el lugar de corte con nucleasa restrictiva HindIII), el fragmento clonado contiene
una secuencia proveniente del vector Bluescript SK (-).

Figura 15 presenta el andlisis de transformantes con el método PCR, utilizando los iniciadores oligonu-
cleotidicos especificos. Ha sido confirmada la presencia de los transgenos en el vector: a - pMKCROK?2, A. fume-
faciens LBA4404pMKCROK2, b - pMLCROK?2, A. rtumefaciens LBA4404pMLCROK?2, c - A. tumefaciens
EHA105MOTUBIKatROK, d - A. rumefaciens EHA105MOTGlyKatROK;

Figura 15a: 1-8. A.t LBA4404 pMKCROK?2, 9. control negativo, 10. marcador DNA 1 kbp (Sigma), E. coli
pMKCROK?2, 18. control positivo, pMKCROK?2;

Figura 15b: 1-5. A.tLBA4404 pMLCROK?2, 6-8. E. coli pMLCROK?2, 9. marcador DNA 1kbp (Sigma), 10 control
positivo pMLCROK?2;

Figura 15c: 1-10. A. tumefaciens, EHA105SMOTUBIKatROK, 11. control positivo pMOTUBIKatROK, 12. marca-
dor DNA 1 kbp (Sigma);
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Figura 15d: 1-10 A. tumefaciens EHA105MOTGlyKatROK, 11 control positivo MOTGlyKatROK, 12. marcador
DNA 1 kbp (Sigma).

Figura 16 presenta el andlisis PCR bajo el dngulo de la presencia de una secuencia hibrida MotKat - C, MotLid
- C, MotKatGly - C, MotKatUbi. Fueron utilizados los iniciadores MotL5 y MotL3, especificos para el dominio de
lider utilizado; Mot5 y MotK3 para la secuencia del dominio catalitico; MOTGly5 y MOTGly3 para el dominio que
contenga el puente de glicina, y UBIROCK y MOTKATRO para el constructo que contenga la secuencia de ubiquitina.

Figura 16a: lechuga no transformada 1 - control negativo, 2 control positivo pMKCROK, 3. agua - control negativo,
5. marcador DNA 1kbp (Sigma), 6-14. muestras DNA de las plantas transgénicas;

Figura 16b: 1- marcador DNA 1kbp (Sigma), 2-12 muestras DNA de las plantas transgénicas; control positivo
pMLCROK; agua - control negativo

Figura 16c: 1- marcador DNA 1kbp (Sigma), 2-6 muestras DNA de las plantas transgénicas; control positivo
p35SMOTGlyKatRok;

Figura 16d: 1-4 muestras DNA de las plantas transgénicas, 5 control positivo p35SMOTUBIROK, 6 marcador
DNA 1kbp (Sigma)

Figura 17 presenta el anélisis PCR de la generacién T1 de las plantas transformadas de lechuga para la presencia
de los transgenos: a- MotKat -C, b - MotLid - C, ¢ - MotKatGly - C, d - MotKatUbi;

Figura 17a: 1-14. genotipo Al, 15. control positivo, 16. control negativo, 12. marcador DNA 1 kbp;

Figura 17b: 1-12. genotipo Al, 14-20. genotipo A2, 22. control positivo, 23. control negativo, 13,24. marcador
DNA 1 kbp.;

Figura 17c: 1-2. control positivo, 3. control negativo, 4. marcador DNA 1 kbp., 5-13. genotipo Al;
Figura 17d: 1. marcador DNA 1 kbp., 2-12. genotipo A1, 13. control negativo, 14. control positivo

Figura 18 presenta la hibridizacién tipo Western de un extracto proteinico del liofilizado de lechuga transformada
mediante el vector pMLCROK?2 donde las pistas representan:

1. marcador proteinico (Promega)
2. preparado proteinico del liofilizado de control, no transformado
3. preparado proteinico del liofilizado de control, no transformado con el antigeno (100 ng) como aditivo

4. control positivo, la proteina hibrida purificada que contiene el dominio de lider de la proteinasa cisteinica
fusionado con la proteina c del virus HBV (100 ng)

5,6. preparado proteinico del liofilizado transgénico, ha sido marcado producto - la protefna antigénica de ta-
maiio 28,8 kDa.

Figura 19 presenta la hibridizacion tipo Western de extracto proteinico del liofilizado de lechuga transformada
mediante del vector pMKCROK?2 donde las pistas representan:

1. marcador proteinico (Promega)
2. preparado proteinico del liofilizado de control, no transformado
3. preparado proteinico de la planta de control, no transformada con el antigeno (100 ng) como aditivo

4. control positivo, proteina hibrida purificada que contiene el dominio catalitico de la proteinasa cisteinica
fusionado con la proteina c del virus HBV (100 ng)

5,6. preparado proteinico del liofilizado transgénico, producto marcado: proteina antigénica de tamafio 43,2
kDa

Figura 20 presenta la hibridizacién tipo Western de extracto proteinico del liofilizado de lechuga transformada
mediante el vector p35SMOTUBIROK donde las pistas representan:

1. marcador proteinico (Invitrogen)

2. preparado proteinico del liofilizado de control, no transformado
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3. preparado proteinico del liofilizado de control, no transformado con el antigeno (100 ng) como aditivo

4. control positivo, proteina hibrida purificada que contiene el dominio catalitico de la proteinasa cisteinica
(100 ng)

5,6. preparado proteinico del liofilizado transgénico, producto marcado: proteina antigénica de tamafio 26,8
kDa.

Figura 21 presenta la hibridizacién tipo Western de extracto proteinico del liofilizado de lechuga transformada
mediante el vector p35SMOTGIlyKatRok donde las pistas representan:

1. marcador proteinico (Invitrogen)
2. preparado proteinico del liofilizado de control, no transformado
3. preparado proteinico del liofilizado de control, no transformado con el antigeno (100 ng) como aditivo

4. control positivo, proteina hibrida purificada que contiene el dominio catalitico de la proteinasa cisteinica
(100 ng)

5,6. preparado proteinico del liofilizado transgénico, producto marcado: proteina antigénica de tamafio 48 kDa.

Figura 22 presenta el andlisis con el método inmunoenzimatico ELISA para confirmar la expresion del antigeno
en las plantas de lechuga:

a) control de plantas en las que fue introducida un fragmento de lider de la proteinasa cisteinica fusionada con
la proteina c del virus HBV donde:

- c- - extracto proteinico de lechuga no transgénica o

- extracto proteinico de lechuga no transgénica con el antigeno 0,5 ng, 1 ng, 2 ng, 3 ng, 8 ng como
aditivo

- 1-12: extracto proteinico de lechuga transgénica que contenia una secuencia de lider de la proteinasa
cisteinica fusionado con la proteina c del virus HBV

b) control de plantas en las que fue introducida una secuencia catalitica de la proteinasa cisteinica fusionada
con la proteina c del virus HBV donde:

- 1-22: extracto proteinico de lechuga transgénica que contenia una secuencia catalitica de la proteinasa
cistefnica fusionado con la proteina c del virus HBV, extracto proteinico de lechuga no transgénica

c) control de plantas en las que fue introducida una secuencia catalitica de la proteinasa cisteinica fusionada
con la proteina c del virus HBV y puente de glicina donde:

- 1-9 - extracto proteinico de lechuga transgénica que contenia una secuencia catalitica de la proteinasa
cisteinica fusionado con la proteina c del virus HBV y puente de glicina

- c- - extracto proteinico de lechuga no transgénica
- extracto protefnico de lechuga no transgénica con el antigeno 5 ng, 10 ng, 20 ng como aditivo

d) control de plantas en las que fue introducida una secuencia catalitica de la proteinasa cisteinica fusionada
con la ubiquitina donde:

- 1-10 - extracto proteinico de lechuga transgénica que contenia una secuencia catalitica de la proteinasa
cistefnica fusionado con la proteina c¢ del virus HBV y puente de glicina

- c- - extracto proteinico de lechuga no transgénica
- extracto protefnico de lechuga no transgénica con el antigeno 5 ng, 10 ng como aditivo

Figura 23 presenta el andlisis con el método inmunoenzimético ELISA para confirmar la expresién del antigeno
en el liofilizado de lechuga:

a) andlisis del liofilizado que contenia una secuencia del dominio de lider de la proteinasa cisteinica fusionada
con la proteina c del virus HBV donde:

- liofilizado de lechuga transgénica
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- liofilizado de lechuga no transgénica
- liofilizado de lechuga no transgénica con el antigeno 1,5 ng, 6 ng, 12 ng como aditivo

- II anticuerpo - control negativo, sistema sin aditivo II del anticuerpo policlonal anti L5

b) andlisis de liofilizado que contenga una secuencia del dominio catalitico de la proteinasa cisteinica fusio-
nada con la proteina c del virus HBV donde:

- liofilizado de lechuga transgénica
- liofilizado de lechuga no transgénica
- liofilizado de lechuga no transgénica con el antigeno 1,5 ng, 6 ng, 12 ng como aditivo

- II anticuerpo - control negativo, sistema sin aditivo II del anticuerpo policlonal anti K4

Figura 24 presenta una prueba efectuada mediante el método inmunoenzimatico ELISA: a - del suero de animales
de experimentacion (ratones) para la presencia de los anticuerpos IgG especificos para el antigeno de la fascioliasis
hepatica administrado, la proteina hibrida compuesta de una secuencia de lider de la proteinasa cisteinica fusionada
con la proteina capsidica del virus HBV donde:

- m A ratones alimentados con lechuga transgénica

- m E ratones alimentados con lechuga no transgénica

- m F ratones a los que fue administrado tamp6n fosférico

Figura 25 presenta una prueba efectuada mediante el método inmunoenzimdtico ELISA: a - de suero y b - de las
heces de animales de experimentacidon (ratones) para la presencia de los anticuerpos IgG (suero) y IgA (heces) espe-
cificos para el antigeno de la fascioliasis hepética administrado, la proteina hibrida compuesta del dominio catalitico
de la proteinasa cisteinica de fascioliasis hepatica y de la proteina capsidica del virus HBV donde:

- m B ratones alimentados con lechuga transgénica

- m E ratones alimentados con lechuga no transgénica

- m Fratones a los que fue administrado tamp6n fosférico

Figura 26 presenta una prueba efectuada mediante el método inmunoenzimdtico ELISA: a - de suero y b - de las
heces de animales de experimentacion (ratones) para la presencia de los anticuerpos IgG (suero) y IgA (heces) espe-
cificos para el antigeno de la fascioliasis hepatica administrado, la proteina hibrida compuesta del dominio catalitico
de la proteinasa cisteinica de fascioliasis hepdtica y de la proteina de ubiquitina donde:

- m C ratones alimentados con lechuga transgénica

- m E ratones alimentados con lechuga no transgénica

- m Fratones a los que fue administrado tamp6n fosférico

Figura 27 presenta una prueba efectuada mediante el método inmunoenzimdtico ELISA: a - de suero y b - de las
heces de animales de experimentacion (ratones) para la presencia de los anticuerpos IgG (suero) y IgA (heces) especi-
ficos para el antigeno de la fascioliasis hepatica administrado, la proteina hibrida compuesta del dominio catalitico de
la proteinasa cisteinica de fascioliasis hepatica y de la proteina capsidica del virus HBV y residuos de glicina donde:

- m D ratones alimentados con lechuga transgénica
- m E ratones alimentados con lechuga no transgénica

- m F ratones a los que fue administrado tamp6n fosférico
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Figura 28 presenta la plasmida bacteriana de expresion pIGCmT7 (4056 bp) disefiada sobre la base de la plasmida
pIGDM1' que es una plasmida perteneciente al grupo ColE1 Enterobacter agglomerans. La plasmida pIGCmT7 fue
creada introduciendo el gen de resistencia a cloramfenicol, el polilinker junto al promotor RNA de la polimerasa del
fago T7 y una secuencia que codifica el codén stop de transcripcién proveniente del fago T7, donde:

ARG t-RNA - gen de arginina tRNA para los codones AGA y AGG

ORI - origen de replicacion de la plasmida pPIGDM 1

Cm-R - gen de resistencia a cloramfenicol

T7 - promotor

stop - terminacién de transcripcion

Figura 29 presenta una plasmida vegetal de expresién ROK2 donde:
RB - secuencia por el flanco derecho

LB - secuencia por el flanco izquierdo

pNOS - promotor Nos

NPT II (Canamicina R) - gen de resistencia a canamicina

tNOS - terminador Nos

pCaMV 358 - promotor del virus del mosaico de coliflor

Mais abajo estdn presentadas las realizaciones ejemplares del invento definido mas arriba.

Ejemplo 1
Construccion de vectores para la transformacion de plantas

La primera variante se referia a la construccién del vector pMKC35SROK que contenia una secuencia del dominio
catalitico de la proteinasa cisteinica fusionada con una secuencia que codificaba la proteina Core HBc (hepatitis B
core) del virus HBV.

La segunda variante de experiencia se referia a la construccién del vector pMLC35SROK que contenia una se-
cuencia del dominio de lider de la proteinasa cisteinica fusionada con una secuencia que codificaba la proteina Core
HBc (hepatitis B core) del virus HBV.

La tercera variante se referia a la construccién del vector p35SMOTKatUBIROK que contenia una secuencia del
dominio catalitico de la proteinasa cisteinica fusionada con una secuencia que codificaba la ubiquitina.

La cuarta variante se referia a la construccién del vector p35SMOTGlyKatROK que contenfa una secuencia del
dominio catalitico de la proteinasa cisteinica fusionada con una secuencia que codificaba la ubiquitina y residuos de
glicina.

Las bacterias suspendidas en glicerol y almacenadas en un ultraconglador (temperatura -70°C) fueron desconge-
ladas en el bafio de hielo. A las bacterias descongeladas se les afadié 1-20 ng del DNA plasmidico, revolviendo la
mezcla suavemente e incubandola en hielo durante 2 a 6 minutos. Las bacterias fueron trasladadas a una cubeta enfria-
da para la electroporacion. La cubeta era colocada en un electroporador y se aplicaba la corriente. La electroporacién
se efectuaba con 25 uF y 2500 V. Después de la electroporacidn, las bacterias eran suspendidas en 1 ml de substancia
nutritiva SOC y trasladadas al matraz. Las bacterias eran sacudidas durante 1 a 2 horas en la temp. 28°C, 50-60 rpm.
Después de la incubacién, la suspension era sembrada en el medio de cultivo YEB con antibidticos: rifampicina 100
mg/l y canamicina 50 mg/l, y cultivada durante 2 dias en la temp. 28°C.

Una seleccion preliminar de células transformadas fue efectuada en la substancia nutritiva con factores selectivos
de rifampicina 100 mg/l y canamicina 50 mg/l como aditivos. El segundo método era la visualizacién del tramo
introducido de DNA mediante su amplificacién con el método PCR (en células A. fumefaciens cocinadas durante 10
min. en 150 ul de agua) utilizando los iniciadores oligonucleotidicos especificos.

Las agrobacterias crecidas fueron sembradas en 10 ml de substancia nutritiva liquida YEB con antibidticos en
concentracion de rifampicina 100 mg/l y canamicina 50 mg/l en los matraces Erlenmayer de 100 ml y cultivadas en la
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temp. 28°C. Después de 16 a 20 horas de cultivo con la suspension, las agrobacterias fueron inoculadas en un fresco
medio de cultivo YEB con antibiéticos: rifampicina 100 mg/l y canamicina 50 mg/1 en relacién 1:100 y se seguia el
cultivo en la temp. 28°C hasta que las bacterias alcanzaran la fase logaritmica de crecimiento. La fase de crecimiento
de las bacterias fue evaluada sobre la base de medicién OD de la suspensién, con 600 nm de longitud de onda.

Ejemplo 2

Transformacion y obtencion de plantas transgénicas

CUADRO 1

Variantes de experiencia realizadas

Variante Variante
de Cepa Agrobacterium de lechuga
expriencia
A. tumefaciens Syrena
LT-12
1LBA4404 pMKC35SROK
A. tumefaciens Bi Burple
LT-13 PP P
LBA4404 pMLC35SROK
LT-14 A. tumefaciens EHA10S5MOTUBIROK Aramir
A. tumefaciens Aramir
LT-15
EHA105MOTGlyKatROK

Las semillas fueron recogidas en el matraz y durante 2 min, enjuagadas en etanol 70%. Luego el etanol fue elimi-
nado y las semillas enjuagadas con agua aséptica. M4s tarde, durante 20 minutos estuvieron incubadas en una solucién
25% del blanqueador comercial Clorox, con el detergente Tween 20 (concentracién 0,01%) como aditivo. Después,
el material fue lavado 4-5 veces, cada vez 2-3 minutos con agua destilada aséptica, hasta que el Clorox estuviera
totalmente eliminado. Las semillas esterilizadas de lechuga fueron colocadas en platillos con agar 0,8%. Las semillas
germinaban en la temp. 22-24°C, en las condiciones de un alumbramiento débil. Después de transcurridos 2-3 dias,
fueron cortados los cotiledones que, a su turno, eran colocados en la suspension A. tumefaciens e incubados durante 10
min., siendo suavemente removidos. Después de la inoculacién, los cotiledones eran colocados, con su lado inferior
bara abajo, encima del medio de cultivo LR3A. La cocultura fue llevada durante 2-4 dias, en la oscuridad, en la temp.
28°C. Después de terminada la cocultura, los cotiledones furon trasladados en un medio de cultivo selectivo LR3A
con antibidticos concentrados: canamicina 200 mg/1 y aumentina 300 mg/I.

Cada 5 dias, los cotiledones en los que se habia formado el callus, estaban reinoculados en un medio de cultivo
LR3A fresco con antibiéticos concentrados: canamicina 200 mg/l y aumentina 300 mg/1. Las plantas que se regenera-
ban estaban cortadas del callus y reinoculadas en el medio de cultivo LR2A con antibiéticos concentrados: canamicina
200 mg/l y aumentina 300 mg/l. Cuando las plantas alcanzaban 2-3 cm, fueron trasladadas a los frascos con el medio
de cultivo 1/2SH, con antibiéticos concentrados: canamicina 200 mg/l y aumentina 300 mg/l. Las plantas arraigadas
fueron plantadas en macetas con arena mezclada con perlita en relacion 1:1 y adaptadas a las condiciones in vivo.

Las semillas recogidas de los transformantes iniciales fueron esterilizadas y colocdas en las placas Petri con agar
0,8% y antibiéticos como aditivo: canamicina 200 mg/l y aumentina 300 mg/l. Las semillas germinaban durante 1-2
dias en la temperatura de 28°C en la oscuridad. Las plantas de semillero que se desarrollaban, fueron trasladadas a las
macetas y adaptadas a las condiciones in vivo.
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Regeneracion de las plantas

CUADRO 2

Condiciones de regeneracion de las plantas

Cultivo de plantas en las
condiciones

in vitro, en sala de cultivos

Cultivo de plantas en las

- temperatura 22 - 24°C

- fotoperiodo 16/8 (16 horas

de luz y 8 de oscuridad)
- intensidad de la luz

fluorescente ca. 3000 lux

condiciones
in vivo, en invernadero
temperatura 18 - 22 °C de
dia, 14-18 °C de noche
fotoperiodo 14/10 (14

horas de luz y 10 de oscuridad)
en la temporada otofio-invierno;
alumbramiento natural en

primavera y verano.

fertlizacidén: azofosca

Ejemplo 3
Expresion y andlisis

Andlisis de las bacterias transformadas

La seleccidn inicial de transformantes se realizé en una substancia nutritiva con un factor selectivo como aditivo,
en donde habia sido introducido el factor de resistencia DNA (rifampicina 100 mg/ml, canamicina 50 mg/ml).

La etapa siguiente era el andlisis de los transformantes con el método PCR, utilizando los iniciadores oligonucleo-

tidicos especificos.

(Tabla pasa a pdgina siguiente)
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CUADRO 3

Iniciadores oligonucleotidicos utilizados en las reacciones PCR y en el secuenciado

. tamafio
gen iniciador secuencia de iniciador ‘ L del
conexiédn,
oc producto,
pz
MotLidC MOTLS5 GGA TCC ATA TGT CGA ATG ATG 65 240
ATT TG
MOTL3 65
ATA CGA TTG TTC GTC TCA TAC
GGG A
MotKatC MOTS TGA CTG GCG TGA ATC TGG TTA 65 546
TG
MOTK3 65
TTC CAC ACA TGT TAC CTC GAT
TCC
MotKatG MOTGlyS |GAA TTT GGA GCT ACT GTG GAG 58 1170
ly
MOTGly3 |AGC TTA AAC AAC AGT AGT CTC
CG 58
MotKatU UBIROCK |GGG GTC TAG ACC ATG CAG ATT 100 912
bi TTC GTC AAA ACT TTG
MOTKATRO [GGG GAT CCT TAA TGG ATG CCG 100
GAA ATC GTG CC

La confirmacién de la presencia de los transgenos en el vector: a - pMKCROK2, A. tumefaciens
LBA4404pMKCROK2, b - pMLCROK2 A. tumefaciens LBA4404pMLCROK?2, c - A. tumefaciens
EHA105MOTUBIKatROK, d - A. tumefaciens EHA105MOTGlyKatROK ha sido presentada en la fig. 15.

Andlisis de los hibridos de la generacion TO utilizando el método PCR

Las plantas transgénicas obtenidas fueron verificadas en cuanto a la presencia de la secuencia hibrida MotKat -
C, MotLid - C, MotKatGly - C y MotKatUbi, utilizando el método PCR. Fueron utilizados los iniciadores MotL5 y
MotL3 especificos para la secuencia del dominio de lider, Mot5 y MotK3 para la secuencia del dominio catalitico,
MOTGIy5 y MOTGIy3 para el dominio que contenga el puente de glicina, y UBIROCK y MOTKATRO para el
constructo que contenga una secuencia de ubiquitina.

La verificacion de las transformadas plantas de lechuga para la presencia de los transgenos: a- MotKat - C, b-
MotLid - C, c- MotKatGly - C y d- MotKatUDbi ha sido presentada en la fig. 16.

La etapa siguiente consistia en producir una generacién de transformantes T1, genéticamente homogénea. Fueron
seleccionados diez semillas de 5 lineas de transformantes FO, y luego, con el método PCR, se analizaba las plantas
para la presencia de secuencias de los genos introducidos.

La verificacién de la generacion T1 de las plantas transformadas de lechuga para la presencia de los transgenos: a-
MotKat -C, b - MotLid - C, c- MotKatGly - C y d- MotKatUbi ha sido presentado en la fig. 17.
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Andlisis de los transformantes obtenidos T1 obtenidos con métodos inmunologicos
La utilizacién de los métodos inmunolégicos nos permite descubrir el nivel de expresién en la proteina.

Hasta el momento, no disponemos de los anticuerpos monoclonales anti- MotKat y anti- MotLid. En cambio,
disponemos de los anticuerpos policlonales. Las proteinas hibridas pueden ser detectadas utilizando los anticuerpos
monoclonales anti-C que poseemos en el laboratorio y los anticuerpos policlonales anti-MotKat y anti-MotLid, en el
analisis Western blot o en el test de sandwich ELISA.

De los liofilizados fue aislada la proteina para la hibridizacién tipo Western Blot. Se obtuvo un resultado positivo
que indica la presencia de proteina en las plantas [fig. 18, 19, 20, 21].

Andlisis tipo Western no es un método que permita estimar con exactitud la cantidad de proteina. Ademds, tal
como se nota en los geles, la proteina puede sufrir fragmentacién o agregacion, entonces en el control positivo no
obtenemos una sola banda distinguible. No hay que olvidar que la proteina introducida en la planta es una proteina
quimérica que aparte del dominio de fasciolasis contiene una proteina virulenta. Esta proteina tiene la capacidad de
formar estructuras parecidas a las cdpsidas virulentas. De alli, a pesar de que el andlisis Western es realizado en las
condiciones desnaturalizantes, una parte del dominio queda ligada, emitiendo sefiales adicionales sobre el gel en forma
de una mayor cantidad de bandas.

Para estimar con mds exactitud el contenido de antigeno en el material vegetal, se aplicé el test elaborado ELISA.

La placa Maxisorp (Nunc) fue revestida con anticuerpos monoclonales anti- ¢ (Mab to HBc Ag) suspendidos en
el tampo6n carbonico pH=9,6 en dilucién 1:5000, y estuvo incubada en la temp. 37°C, durante 3 horas. Luego, fue
enjuagada tres veces con el tampdn fosférico PBS pH=7.4 con 0,05% Tween 20 como aditivo. En la etapa siguiente
se realizé un bloqueo de la placa con 5% leche desengrasada disuelta en el tampdén PBS, en el volumen 390 ul por
pozo. Después de 30 min. la placa fue enjuagada segtin lo escrito arriba y revestida con el antigeno (antigeno puro, las
plantas transformadas, liofilizado de hojas de las plantas transformadas). Esta etapa del experimento estuvo llevada a
cabo en la noche, en la temp. 4°C. Luego, la placa fue enjuagada de nuevo y revestida con anticuerpos policlonales
de conejo dirigidos contra el dominio de lider o dominio catalitico de la proteinasa cistefnica de fascioliasis hepdtica
respectivamente, suspendidos en el tampén PBS, de 100 pl/pozo de volumen y en dilucién 1:1000 o 1:2000. La
placa estuvo incubada en la temp. 37°C, con 100 rpm, durante 1 hora, luego enjuagada y revestida con anticuerpos
monoclonales anti-ratén IgG (particula entera) conjugados con fosfatasa alcalina (Sigma) suspendida en el tampén
PBS, de 100 ul/pozo de volumen, en dilucién 1:20000. La etapa estuvo llevada a cabo en la temp. 37°C, durante
1 hora. Luego, fue provocada una reaccion de colores después de afiadido el substrato (de marca INC): 2-amino-
2-metil-1,3 propanodiol (concentrado 10 veces) y la solucién acuosa de p-nitrofenilfosfato (concentrada 50 veces) y
completada hasta el volumen deseado con agua MQ. El volumen del substrato por pozo era de 100 ul. Estuvo incubado
en la oscuridad durante 30 min. La lectura de reaccién fue efectuda con la longitud de onda A=405 nm en el lector de
placas BioRad Modelo 550.

Fueron analizadas las plantas de la generacién T1 (transformantes T1) con el test ELISA para la presencia de
proteinas hibridas, con el objetivo de seleccionar las plantas que demuestran la mds alta expresion. Sélo las plantas
con la expresion mds alta de antigeno estuvieron cultivadas para la masa verde [fig. 22a, 22b, 22c, 22d].

El resultado del test ELISA muestra que no en todas las plantas se produce la expresién de proteina, a pesar de
que a nivel del DNA son transgénicas. Parece entonces justificable someter las plantas a un test inmunolégico, antes
de proceder a almacenar el material par la liofilizacién. Gracias a ello, podemos eliminar las plantas que dan una baja
sefial y por esto mismo “diluyen” la concentracién del antigeno en el liofilizado.

La hojas de las plantas que durante el test ELISA dieron la sefial mas fuerte, fueron recogidas y liofilizadas para
concentrar el material. El material obtenido que provenia de dos variantes experimentales y que contenia el dominio
de lider o dominio catalitico de la proteinasa cisteinica, fusionada con la proteina c del virus HBV como antigeno, fue
verificado mediante el test ELISA, para determinar la cantidad del antigeno para los futuros experimentos [fig. 23a,
23b].

Los tests efectuados muestran que gracias a la seleccion de plantas hemos logrado obtener un alto nivel del antigeno
en el liofilizado. Gracias al especifico test inmunoldgico, fue posible determinar el nivel del antigeno en los liofilizados
y planificar una inmunizacién experimental de animales. El test ELISA muestra que el nivel del antigeno es de 10 ug
aproximadamente en 1 g de liofilizado que contiene el dominio de lider del gen de proteinasa cisteinica fusionada con
la proteina c del virus HBV'y 12 ug de antigeno por 1 g de liofilizado que contiene el dominio catalitico del gen de
proteinasa cisteinica fusionada con la proteina c del virus HBV.
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Ejemplo 4
Inmunizacion de los ratones con un material transgénico: liofilizado de lechuga
1. Grupos de ratones

En la experiencia fueron utilizadas hembras de ratones de raza Balb/C, de 10 semanas de edad. Los animales eran
criados en las condiciones asépticas, en jaulas aisladas, y recibian agua y alimentos de autoclave. Estaban divididos
en 8 grupos de experimentacion de a 6 ratones cada uno:

A - grupo al que fue administrado un liofilizado que contenia un antigeno - la proteina hibrida compuesta del
dominio de lider del gen de proteinasa cisteinica fusionada con la proteina c del virus HBV

B - grupo al que fue administrado un liofilizado que contenia un antigeno - la proteina hibrida compuesta del
dominio catalitico del gen de proteinasa cisteinica fusionada con la proteina c del virus HBV

C - grupo al que fue administrado un liofilizado que contenia un antigeno - la proteina hibrida compuesta del
dominio catalitico del gen de proteinasa cisteinica fusionada con la proteina c¢ del virus HBV y puente de
glicina

D - grupo al que fue administrado un liofilizado que contenia un antigeno - la proteina hibrida compuesta del
dominio catalitico del gen de proteinasa cisteinica fusionada con la ubiquitina

E - grupo al que fue administrado un liofilizado de lechuga no transgénica- variante Bipp Burple
F- grupo al que fue administrado un liofilizado de lechuga no transgénica- variante Syrena

G- grupo al que fue administrado un liofilizado de lechuga no transgénica- variante Aramir

H- grupo al que fue administrado el tampén PBS

2. Material vegetal utilizado para el andlisis

Un liofilizado de hojas de lechuga, variante Bipp Burple, Aramir y Syrena, que contenga la proteina quimérica,
secuencia de lider de la proteinasa cisteinica fusionado con la proteina c del virus HBV (variante Bipp Burple), un
liofilizado de hojas de lechuga que contenga la secuencia del dominio catalitico fusionado con la proteina c del virus
HBYV (variante Syrena), un liofilizado de hojas de lechuga que contenga la secuencia del dominio catalitico fusionado
con la proteina c¢ del virus HBV y el puente de glicina (variante Aramir), y un liofilizado de hojas de lechuga que
contenga la secuencia del dominio catalitico fusionado con la ubiquitina (variante Aramir). Como material de control
fue utilizado el liofilizado de lechuga no transgénica de la misma variante que la lechuga transgénica. El material
vegetal fue suspendido en el tampén PBS, obteniendo una papilla semiliquida (250 ul) cuya consistencia facilitaba la
administracion. El material vegetal era bien tolerado por los animales.

3. Administracion de antigeno

El liofilizado fue administrado por via alimentaria mediante un tubo géstrico. Se apartaba el alimento 12 horas
antes de la inmunizacion.

4. Esquema de inmunizacion

a) Grupos inmunizados A, B, C y D recibieron un liofilizado de lechuga transgénica.
Grupos de control E, F y G recibieron un liofilizado de lechuga no transgénica.
Grupo H recibi6 el tampé6n PBS.

b) Inmunizacién doble con un intervalo de 30 dias.

¢) La dosis de cada una de las inmunizaciones para el respectivo grupo de ratones era la siguiente:
Dosis de antigeno:
1 g de liofilizado contiene:
MLC - 10 ug de antigeno
MKC - 12 ug de antigeno
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MKCGly- sin definicién
MKCUBbi- sin definicién
A los ratones se les administra el antigeno en dosis de a 100 ng (de a 10 mg de liofilizado MLC y 8,3 g de liofilizado
MKC y 10 mg MKCGly y MKUbi respectivamente) suspendido en 250 ul de tamp6n PBS. Durante 12 horas después
de administrado el antigeno a los ratones, estaba eliminado el alimento.
5. Toma del material de animales
La toma de sangre se efectta a partir del plexo retrobulbar, con un tubo capilar, en cantidad de 150 ul, antes de
comenzar el experimento, los dias 14, 30 y 45 de la duracién del experimento. La toma de las heces: antes de la
inmunizacién y los dias 1, 14 30 y 45 de la duracién del experimento.
6. Preparacion del material para el andlisis

Sangre

a) inmediatamente después de tomar el material, éste fue sometido a la separacion en las centrifugas Eppen-
dorf, 4°C, 3 rpm, 20 min.

b) el suero separado estuvo guardado en la temp. -20°C hasta efectuarse las andlisis.
Heces
a) el material tomado fue triturado en el tampén PBS, en relacién 1:5, con un majadero de polipropileno;
b) centrifugacién 10 min, 4°C, 12 rpm;
c) el supernatante fue separado y almacenado en la temp. de -20°C para los anélisis siguientes.
7. Andlisis inmunoldgica

Las muestras tomadas, después de ser descongeladas, son utilizadas para las pruebas efectuadas mediante el método
ELISA de alta sensibilidad.

a) La placa PoliSorp (Nunc) fue revestida con el antigeno E2 0,5 ug/ml en PBS, con 50 ug/pozo
b) la placa estuvo incubada en la temp. 4°C durante toda la noche;
¢) enjuagada tres veces con el tampoén fosférico (PBS) y Tween (0,05%), pH 7.4 - como aditivo;

d) 5% leche desengrasada disuelta en el tampén PBS, estuvo bloqueada durante 30 min. en la temperatura
ambiente, 380 ul/pozo;

e) enjuagada como en el punto c;

f) fueron colocadas las muestras de suero o de heces en diluciones apropiadas, en gradientes, de a 50 ul/pozo
(dilucién 20x, 40x y 80x);

g) estuvo incubada durante 2 horas en la temperatura ambiente;

h) enjuagada como en el punto c;

i) estuvo incubada con los anticuerpos anti-ratones IgG e IgA conjugados con la peroxidasa de rdbano picante
[inglés: alkaline phosphatase or peroxidase] en cantidad de 100 wl/pozo. Dilucién de anticuerpos 1:2000,
tiempo de incubacién 1 hora y media, temp. 37°C; rotacién 60 rpm.

j) enjuagada como en el punto c;

k) estuvo incubada con el substrato TMB, 100ul/pozo, 30 min. en la oscuridad;

m) fue lefda la reaccién en el lector BioRad, modelo 550. Longitud de onda A 405 nm.
El andlisis del contenido de los anticuerpos de fascioliasis hepdtica IgG en el suero y de IgA en las heces de
animales inmunizados con el liofilizado de hojas de lechuga transgénica, demuestra la presencia de los anticuerpos

especificos para el antigeno administrado: la proteina que contiene el dominio catalitico o el dominio de lider de
la proteinasa cisteinica de fascioliasis hepatica. Esto pemite suponer que la administracion del material vegetal que
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contiene proteinas hibridas inmunogénicas, provoca una reaccién inmunoldgica. La via de administracién -con el
alimento- no lleva a inactivar ni destruir las particulas inmunogénicas lo cual puede facilitar una vacunacién ulterior
de los animales.

Debido a que la liofilizacién “concentra” el antigeno unas 3 veces, estd pemitido que la cantidad del antigeno en
1 g de liofilizado que contenga el dominio catalitico del gen de proteinasa cisteinica fusionada con la proteina ¢ del
virus HBV vy el puente de glicina, pudiera alcanzar 50 ug aproximadamente, mientras que la cantidad del antigeno en
1 g de liofilizado que contenga el dominio catalitico del gen de proteinasa cisteinica fusionada con la ubiquitina seria
de 20 ug aproximadamente.
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REIVINDICACIONES

1. Particula del 4cido nucleinico que codifica la proteina quimérica bajo el control del promotor constitutivo 35S
CaMV vy cuya caracteristica es que la secuencia que codifica a la proteina quimérica estd compuesta por una de las
siguientes secuencias:

- una secuencia nucleotidica que codifica la secuencia aminoacidica del dominio catalitico de la proteinasa
cistefnica de fascioliasis hepatica, fusionada con una secuencia que codifica la proteina Core HBc,

- una secuencia nucleotidica que codifica la secuencia aminoacidica del dominio de lider de la proteinasa
cisteinica de fascioliasis hepatica, fusionada con una secuencia que codifica la proteina Core HBc,

- una secuencia nucleotidica que codifica la secuencia aminoacidica del dominio catalitico de la proteinasa
cistefnica de fascioliasis hepdtica, fusionada con una secuencia que codifica la proteina Core HBc y residuos
de glicina, o

- una secuencia nucleotidica que codifica la secuencia aminoacidica del dominio catalitico de la proteinasa
cistefnica de fascioliasis hepdtica, fusionada con una secuencia nucleotidica que codifica la ubiquitina.

2. La secuencia del dcido nucleinico, conforme a la reivind. 1, caracteristica por lo que la secuencia que codifica la
proteina quimérica ha sido seleccionada entre las secuencias representadas en las Fig. 1 - Fig. 14.

3. La célula vegetal que contenga una secuencia del 4cido nucleinico con la reivind. 1 0 2.

4. El modo de obtener la proteina quimérica que incluye la introduccién del vector en las células Agrobacterium
tumefaciens mediante la electroporacion, luego la transformacion de plantas mediante una cepa bacteriana que com-
prende ese vector, y la expresion de la proteina quimérica, conteniendo el vector el constructo que contiene una de las
siguientes secuencias:

- una secuencia nucleotidica que codifica la secuencia aminoacidica del dominio catalitico de la proteinasa
cistefnica de fascioliasis hepatica, fusionada con una secuencia que codifica la proteina Core HBc,

- una secuencia nucleotidica que codifica la secuencia aminoacidica del dominio de lider de la proteinasa
cisteinica de fascioliasis hepatica, fusionada con una secuencia que codifica la proteina Core HBc,

- una secuencia nucleotidica que codifica la secuencia aminoacidica del dominio catalitico de la proteinasa
cistefnica de fascioliasis hepética, fusionada con una secuencia que codifica la proteina Core HBc y residuos
de glicina, o

- una secuencia nucleotidica que codifica la secuencia aminoacidica del dominio catalitico de la proteinasa
cisteinica de fascioliasis hepatica, fusionada con una secuencia nucleotidica que codifica ubiquitina.

5. El modo de obtener una planta transgénica, que incluye la introduccién del vector en las células Agrobacterium
tumefaciens mediante la electroporacion, la transformacién de las plantas mediante una cepa bacteriana que comprende
ese vector, y la regeneracién de plantas, conteniendo el vector el constructo compuesto por una de las siguientes
secuencias:

- una secuencia nucleotidica que codifica la secuencia aminoacidica del dominio catalitico de la proteinasa
cisteinica de fascioliasis hepatica, fusionada con una secuencia que codifica la proteina Core HBc,

- una secuencia nucleotidica que codifica la secuencia aminoacidica del dominio de lider de la proteinasa
cisteinica de fascioliasis hepatica, fusionada con una secuencia que codifica la proteina Core HBc,

- una secuencia nucleotidica que codifica la secuencia aminoacidica del dominio catalitico de la proteinasa
cistefnica de fascioliasis hepdtica, fusionada con una secuencia que codifica la proteina Core HBc y residuos
de glicina, o

- una secuencia nucleotidica que codifica la secuencia aminoacidica del dominio catalitico de la proteinasa
cistefnica de fascioliasis hepatica, fusionada con una secuencia nucleotidica que codifica ubiquitina.

6. El uso de la planta transgénica que posea células transformadas por un constructo que contenga una secuencia
nucleotidica que se caracteriza por poseer células transformadas por el constructo compuesto por una de las siguientes
secuencias:

- una secuencia nucleotidica que codifica la secuencia aminoacidica del dominio catalitico de la proteinasa
cistefnica de fascioliasis hepatica, fusionada con una secuencia que codifica la proteina Core HBc,
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una secuencia nucleotidica que codifica la secuencia aminoacidica del dominio de lider de la proteinasa
cistefnica de fascioliasis hepdtica, fusionada con una secuencia que codifica la proteina Core HBc,

una secuencia nucleotidica que codifica la secuencia aminoacidica del dominio catalitico de la proteinasa
cisteinica de fascioliasis hepdtica, fusionada con una secuencia que codifica la proteina Core HBc y residuos
de glicina, o

una secuencia nucleotidica que codifica la secuencia aminoacidica del dominio catalitico de la proteinasa
cisteinica de fascioliasis hepdtica, fusionada con una secuencia nucleotidica que codifica ubiquitina.

7. El uso de la planta transgénica transformada por un constructo que contenga una secuencia nucleotidica que
codifica la secuencia aminoacidica de la proteina quimérica, que se caracteriza por lo que la proteina quimérica esta
compuesta por una de las siguientes secuencias:

una secuencia del dominio catalitico de la proteinasa cistefnica de fascioliasis hepdtica, fusionada con una
secuencia de la proteina Core HBc,

una secuencia del dominio de lider de la proteinasa cisteinica de fascioliasis hepatica, fusionada con una
secuencia de la proteina Core HBc,

una secuencia del dominio catalitico de la proteinasa cisteinica de fascioliasis hepatica, fusionada con una
secuencia de la proteina Core HBc y residuos de glicina, que forman una estructura del puente de glicina, o

una secuencia del dominio catalitico de la proteinasa cisteinica de fascioliasis hepatica, fusionada con una
secuencia de ubiquitina.

8. La composicion farmacéutica que comprende una célula vegetal que contenga una secuencia nucleotidica que
codifica la secuencia aminoacidica de la proteina quimérica, o una planta transgénica que posee las células transfor-
madas con una secuencia nucleotidica que codifica la secuencia aminoacidica de la proteina quimérica, o sus tejidos,
o productos de su transformacién y, eventualmente, un soporte farmacéuticamente admisible, que se caracteriza por
lo que una secuencia aminoacidica de la proteina quimérica estd compuesta por una de las siguientes secuencias:

una secuencia del dominio catalitico de la proteinasa cisteinica de fascioliasis hepdtica, fusionada con una
secuencia de la proteina Core HBc,

una secuencia del dominio de lider de la proteinasa cisteinica de fascioliasis hepatica, fusionada con una
secuencia de la proteina Core HBc,

una secuencia del dominio catalitico de la proteinasa cisteinica de fascioliasis hepatica, fusionada con una
secuencia de la proteina Core HBc y residuos de glicina, que forman la estructura del puente de glicina, o

una secuencia del dominio catalitico de la proteinasa cisteinica de fascioliasis hepatica, fusionada con una
secuencia de ubiquitina.

9. La composicion farmacéutica conforme a la reivind. 8, caracteristica por lo que tiene la forma de liofilizado.

10. Vacuna contra la fascioliasis hepatica que comprende una célula vegetal que contenga una secuencia nucleo-
tidica que codifica la secuencia aminoacidica de la proteina quimérica, o una planta transgénica que posea células
transformadas con una secuencia nucleotidica que codifica la secuencia aminoacidica de la proteina quimérica, o sus
tejidos, o los productos de su transformacion y, eventualmente, un soporte farmacéuticamente admisible, que se ca-
racteriza por lo que la secuencia aminoacidica de la proteina quimérica estd compuesta por una de las siguientes
secuencias:

una secuencia del dominio catalitico de la proteinasa cisteinica de fascioliasis hepatica, fusionada con una
secuencia de la proteina Core HBc,

una secuencia del dominio de lider de la proteinasa cisteinica de fascioliasis hepatica, fusionada con una
secuencia de la proteina Core HBc,

una secuencia del dominio catalitico de la proteinasa cistefnica de fascioliasis hepética, fusionada con una
secuencia de la proteina Core HBc y residuos de glicina, que forman una estructura del puente de glicina,

una secuencia del dominio catalitico de la proteinasa cisteinica de fascioliasis hepatica, fusionada con una
secuencia de ubiquitina.

11. Vacuna conforme a la reivind. 10, caracteristica por lo que tiene la forma de liofilizado.

12. Vacuna conforme a la reivind. 10, caracteristica por lo que es una vacuna oral.
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ES 2288 223 T3

13. Una célula vegetal conforme a la reivind. 3, o una planta transgénica conforme a la reivind. 6, para ser aplicadas
en la induccién de la resistencia a una infeccidn por fasciolasis en un mamifero.

14. Método conforme a la reivind. 13, caracteristica por lo que la célula vegetal es administrada por la via oral.
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BamHI

ggatccatat
acaatggggc
aagaacataa
tcacggatat
ccgatatact
aatttggagc
gagatcttct
gttcacctca
tagctacctg
atgtcaacac
tcacttttgg
ctcctecage
ttgtttaaaa

Fig. 1

gtcgaatgat
tgacgatcag
cctacgtcac
gacattcgag
ctcacacggt
tactgtggag
agataccgcce
ccatactgca
ggtgggtgtt
taatatgggc
aagagaaacg
ttatagacca
gcttgagctc

ES 2288223 T3

gatttgtggc
cacagacgaa
gatctcggcec
gaattcaagg
gtceccgtatg
ttactctcegt
tcagctctcet
ctcaggcaag
aatttggaag
ttaaagttca
gtcatagagt
ccaaatgcce

atcagtggaa
atatttggga
tcgtcaccta
ccaaatatct
agacgaacaa
ttttgccttc
atcgggaagce
caattctttg
atccagcatc
ggcaactttt
atttggtgte
ctatcttatc

22

gcgaatgtac
agagaatgtg
cacattggga
aacagaaatg
tcgtatcgat
tgacttcttt
cttagagtct
ctggggggaa
tagggaccta
gtggtttcac
tttcggagtg
aacacttccg

Sacl

aacaatgaat
aaacatatcce
ttgaaccaat
tcacgcgegt
ccttataaag
ccttcagtac
cctgagcatt
ctaatgactc
gttgttagtt
atttcttgtce
tggattcgca
gagactactg



Ndel

catatggctg
gatcagggaa
tatatgaaaa
ggtccttggg
aaacaatttg
cgatacaata
agtgaggtag
gtggaatctg
cttegtgtga
tggattgtga
aggaatcgag
tccggecatcg
tctgacttct
gccttagagt
tgctgggggg
tctagggacc
ttgtggtttc
tctttcggag
tcaacacttc

Fig. 2

tacccgacaa
actgtggttc
acgaaagaac
gaaataatgqgg
gattggaaac
agcagttagg
aattgaaaaa
acttcatgat
atcatgcagt
aaaatagttg
gtaacatgtg
atccttataa
ttcecttcagt
ctcctgagcea
aactaatgac
tagttgttag
acatttcttg
tgtggattcg
cggagactac

ES 2288223 T3

aattgactgg
ctgttgggca
tagtatttca
ttgcagtggt
cgaatcctct
agttgccaaa
tctagtcggt
gtacaggagt
cttggctgte
gggattgtcg
tggaattgct
agaatttgga
acgagatctt
ttgttcacct
tctagctacc
ttatgtcaac
tctcactttt
cactcctcca
tgttgtttaa

HindIII

cgtgaatctg
ttctcaacaa
ttctctgagce
ggattgatgg
tatccgtaca
gtgactggct
gccgaaggac
ggtatttatc
ggttacggaa
tggggtgage
tcgetggceca
gctactgtgg
ctagataccg
caccatactg
tgggtgggtg
actaatatgg
ggaagagaaa
gcttatagac
aagett

23

gttatgtgac
ccggtactat
aacaactggt
aaaatgctta
cggctgtgga
actacactgt
ctgccgeggt
agagccaaac
cacagggtgg
gcggttacat
gtctcccgat
agttactctc
cctcagetcet
cactcaggca
ttaatttgga
gcttaaagtt
cggtcataga
caccaaatgce

ggaggtgaaa
ggagggacag
cgattgtagc
ccaatatttg
aggtcagtgt
gccttcetgge
cgctgtggat
ttgttcaccg
tactgactat
tcgaatggcet
tggcacgatt
gtttttgcct
ctatcgggaa
agcaattctt
agatccagca
caggcaactt
gtatttggtg
ccctatctta



Ndel

catatggctg
gatcagggaa
tatatgaaaa
ggtccttggg
daacaatttg
cgatacaata
agtgaggtag
gtggaatctg
cttcgtgtga
tggattgtga
aggaatcgag
tttcecggcat

Fig. 3

tacccgacaa
actgtggttce
acgaaagaac
gaaataatgg
gattggaaac
agcagttagg
aattgaaaaa
acttcatgat
atcatgcagt
aaaatagttg
gtaacatgtg

ES 2 28

aattgactgg
ctgttgggca
tagtatttca
ttgcagtggt
cgaatcctcet
agttgccaaa
tctagtcggt
gtacaggagt
cttggctgtc
gggattgtcg
tggaattgct

cgattaaget t

8 223 T3

cgtgaatctg
ttctcaacaa
ttctctgage
ggattgatgg
tatccgtaca
gtgactggct
gccgaaggac
ggtatttatc
ggttacggaa
tggggtgage
tcgctggceca

HindIII

24

gttatgtgac
ccggtactat
aacaactggt
aaaatgctta
cggctgtgga
actacactgt
ctgcegeggt
agagccaaac
cacagggtgg
gcggttacat
gtctcccgat

ggaggtgaaa
ggagggacag
cgattgtagt
ccaatatttg
aggtcagtgt
gccttcectggce
cgctgtggat
ttgttcaccg
tactgactat
tcgaatggct
ggtggcacga



BamHI

ggatccatat
tgaaagatca
gacagtatat
gtagtggtcc
atttgaaaca
agtgtcgata
ctggcagtga
tggatgtgga
caccgcettcg
actattggat
tggctaggaa
cacgatttcc

Fig. 4

ggctgtaccc
gggaaactgt
gaaaaacgaa
ttggggaaat
atttggattg
caataagcag
ggtagaattg
atctgacttc
tgtgaatcat
tgtgaaaaat
tcgaggtaac
ggcatcgatt

ES 2288223 T3

gacaaaattg
ggttcctgtt
agaactagta
aatggttgca
gaaaccgaat
ttaggagttg
aaaaatctag
atgatgtaca
gcagtcttgg
agttggggat
atgtgtggaa
aagctt

actggcgtga
gggcattctc
tttcattctc
gtggtggatt
cctcttatce
ccaaagtgac
tcggtgccga
ggagtggtat
ctgtcggtta
tgtcgtgggg
ttgctteget

atctggttat
aacaaccggt
tgagcaacaa
gatggaaaat
gtacacggct
tggctactac
aggacctgec
ttatcagagc
cggaacacag
tgagcgeggt
ggccagtctc

HindIII

25

gtgacggagg
actatggagg
ctggtcgatt
gcttaccaat
gtggaaggtc
actgtgcctt
gcggtcgetg
caaacttgtt
ggtggtactg
tacattcgaa

ccgatggtgg



BamHl

ggatccatat
tgaaagatca
gacagtatat
gtagcggtcc
atttgaaaca
agtgtcgata
ctggcagtga
tggatgtgga
caccgctteg
actattggat
tggctaggaa
cacgatttcc

ggctgtaccc
gggaaactgt
gaaaaacgaa
ttggggaaat
atttggattg
caataagcag
ggtagaattg
atctgacttc
tgtgaatcat
tgtgaaaaat
tcgaggtaac
gggtagcggt

ES 2288223 T3

gacaaaattg
ggttecctgtt
agaactagta
aatggttgca
gaaaccgaat
ttaggagttg
aaaaatctag
atgatgtaca
gcagtcttgg
agttggggat
atgtgtggaa
agtgatatcg

actggcgtga
gggcattcte
tttcattctc
gtggtggatt
cctcttatce
ccaaagtgac
tcggtgccga
ggagtggtat
ctgtcggtta
tgtcgtgggg
ttgcttceget
attaagctt

26

atctggttat
aacaaccggt
tgagcaacaa
gatggaaaat
gtacacggct
tggctactac
aggacctgec
ttatcagagc
cggaacacag
tgagcgeqgt
ggccagtctc

gtgacggagg
actatggagg
ctggtcgatt
gcttaccaat
gtggaaggtc
actgtgcctt
gcggtcgetg
caaacttgtt
ggtggtactg
tacattcgaa

ccgatggtgg

HindIII1



BamHI

ggatccatat
tgaaagatca
gacagtatat
gtagcggtcc
atttgaaaca
agtgtcgata
ctggcagtga
tggatgtgga
caccgettcg
actattggat
tggctaggaa
cgatttcecgg
tgccttctga
gggaagcctt
ttctttgetg
cagcatctag
aacttttgtg
tggtgtcttt
tcttatcaac

Fig. 6

ggctgtacce
gggaaactgt
gaaaaacgaa
ttggggaaat
atttggattg
caataagcag
ggtagaattg
atctgacttc
tgtgaatcat
tgtgaaaaat
tcgaggtaac
catcgatcct
cttctttccet
agagtctcect
gggggaacta
ggacctagtt
gtttcacatt
cggagtgtgg
acttccggag

ES 2288223 T3

gacaaaattgqg
ggttcctgtt
agaactagta
aatggttgca
gaaaccgqgaat
ttaggagttg
aaaaatctag
atgatgtaca
gcagtcttgg
agttggggat
atgtgtggaa
tataaagaat
tcagtacgag
gagcattgtt
atgactctag
gttagttatg
tcttgtctca
attcgcactc
actactgttg

actggcgtga
gggcattctc
tttcattcte
gtggtggatt
cctcttatce
ccaaagtgac
tcggtgcecega
ggagtggtat
ctgtcggtta
tgtcgtgggg
ttgcttcgcet
ttggagctac
atcttctaga
cacctcacca
ctacctgggt
tcaacactaa
cttttggaag
ctccagctta
tttaaaagct

Sacl

27

atctggttat
aacaaccggt
tgagcaacaa
gatggaaaat
gtacacggct
tggctactac
aggacctgce
ttatcagagc
cggaacacag
tgagcgcggt
ggccagtctc
tgtggagtta
taccgccetca
tactgcactc
gggtgttaat
tatgggctta
agaaacggtc
tagaccacca

tgagctc

gtgacggagg
actatggagg
ctggtcgatt
gcttaccaat
gtggaaggtc
actgtgcctt
gcggtcegcetg
caaacttgtt
ggtggtactg
tacattcgaa
ccgattggca
ctctcgtttt
gctctctatc
aggcaagcaa
ttggaagatc
aagttcaggc
atagagtatt
aatgccccta



Xbal

tctagaccat
aatcttccga
cagatcaaca
attacaacat
tacccgacaa
actgtggttc
acgaaagaac
gaaataatgg
gattggaaac
agcagttagg
aattgaaaaa
acttcatgat
atcatgcagt
aaaatagttg
gtaacatgtg

gcagattttc
taccatcgac
aagattgatc
tcagaaggag
aattgactgg
ctgttgggcea
tagtatttca
ttgcagtggt
cgaatcctcet
agttgccaaa
tctagtcggt
gtacaggagt
cttggctgtce

gggattgtcg
tggaattgct

attaaggatc ¢

BamH1

Fig. 7

ES 2 288

gtcaaaactt
aacgttaagt
tttgccggta
tccaccttac
cgtgaatctg
ttctcaacaa
ttctctgage
ggattgatgg
tatccgtaca
gtgactggct
gccgaaggac
ggtatttatc
ggttacggaa
tggggtgage
tcgetggeca

28

223 T3

tgaccggtaa
cgaaaattca
agcagctaga
atcttgtcett
gttatgtgac
ccggtactat
aacaactggt
aaaatgctta
cggctgtgga
actacactgt
ctgccgeggt
agagccaaac
cacagggtgg
gcggttacat
gtctccegat

aaccataaca
agacaaggaa
agacggtaga
aagactccge
ggaggtgaaa
ggagggacag
cgattgtagce
ccaatatttg
aggtcagtgt
gccttctgge
cgctgtggat
ttgttcaceg
tactgactat
tcgaatggct
tggcacgatt

ttggaagttg
ggtatcccte
acgctgtctg
ggtggtgctg
gatcagggaa
tatatgaaaa
ggtccttggg
aaacaatttg
cgatacaata
agtgaggtag
gtggaatctg
cttcgtgtga
tggattgtga
aggaatcgag
tccggcatcg



Ndel
catatgtcga
ggggctgacg
cataacctac
gatatgacat
atactctcac
ggagctactg
cttctagata
cctcaccata
acctgggtgg
aacactaata
tttggaagag
ccagcttata
taagagctt

Fig. 8

atgatgattt
atcagcacag
gtcacgatct
tcgaggaatt
acggtgtcce
tggagttact
ccgectcage
ctgcactcag
gtgttaattt
tgggcttaaa
aaacggtcat
gaccaccaaa

ES 2288223 T3

gtggcatcag
acgaaatatt
cggcctcegte
caaggccaaa
gtatgagacg
ctcgtttttg
tctctatcgg
gcaagcaatt
ggaagatcca
gttcaggcaa
agagtatttg
tgcccctatc

tggaagcgaa
tgggaagaga
acctacacat
tatctaacag
aacaatcgta
ccttctgact
gaagccttag
ctttgctggg
gcatctaggg
cttttgtggt
gtgtcttteg
ttatcaacac

HindIXI

29

tgtacaacaa
atgtgaaaca
tgggattgaa
aaatgtcacg
tcgatcctta
tctttcctte
agtctcctga
gggaactaat
acctagttgt
ttcacatttce
gagtgtggat
ttcecggagac

tgaatacaat
tatccaagaa
ccaattcacg
cgcgteccgat
taaagaattt
agtacgagat
gcattgttca
gactctagct
tagttatgtc
ttgtctcact
tcgcactect
tactgttgtt



Ndel

catatggctg
gatcagggaa
tatatgaaaa
ggtccttggg
aaacaatttg
cgatacaata
agtgaggtag
gtggaatctg
cttcgtgtga
tggattgtga
aggaatcgag
tttcegggta

Fig. 9

tacccgacaa
actgtggttc
acgaaagaac
gaaataatgg
gattggaaac
agcagttagg
aattgaaaaa
acttcatgat
atcatgcagt
aaaatagttg
gtaacatgtg
gcggtagtga

ES 2288223 T3

aattgactgg
ctgttgggca
tagtatttca
ttgcagtggt
cgaatcctct
agttgccaaa
tctagtcggt
gtacaggagt
cttggctgtc
gggattgtcg
tggaattgct

cgtgaatctg
ttctcaacaa
ttctctgage
ggattgatgg
tatccgtaca
gtgactggct
gccgaaggac
ggtatttatc
ggttacggaa
tggggtgage
tcgctggeca

tatcgattaa gctt

30

gttatgtgac
ccggtactat
aacaactggt
aaaatgctta
cggctgtgga
actacactgt
ctgccgeggt
agagccaaac
cacagggtgg
gcggttacat
gtctccegat

ggaggtgaaa
ggagggacag
cgattgtagc
ccaatatttg
aggtcagtgt
gccttctgge
cgctgtggat
ttgttcaccg
tactgactat
tcgaatggct
ggtggcacga

HindIIl



Ndel

catatggaca
ccttctgact
gaagccttag
ctttgctggg
ggtggtggag
cgtgaatctg
ttctcaacaa
ttctctgage
ggattgatgg
tatccgtaca
gtgactggct
gccgaaggac
ggtatttatc
ggttacggaa
tggggtgagce
tcgctggceca
ggayggtggtt
atgggcttaa
gaaacggtca
agaccaccaa

Fig. 10

tcgatcctta
tctttectte
agtctcctga
gggaactaat
gttctggtgg
gttatgtgac
ccggtactat
aacaactggt
aaaatgctta
cggctgtgga
actacactgt
ctgccegeggt
agagccaaac
cacagggtgg
gcggttacat
gtctcccgat
caggcggtgg
agttcaggca
tagagtattt
atgcccctat

ES 2288223 T3

taaagaattt
agtacgagat
gcattgttca
gactctagct
aggaggccaa
ggaggtgaaa
ggagggacag
cgattgtagc
ccaatatttg
aggtcagtgt
gccttctgge
cgctgtggat
ttgttcaccg
tactgactat
tcgaatggcet
tggcacgatt
tggatctagg
acttttgtgg
ggtgtctttce
cttatcaaca

ggagctactg
cttctggata
cctcaccata

acctgggtgg
ggaggcgctg
gatcagggaa
tatatgaaaa
ggtccttggg
aaacaatttg
cgatacaata
agtgaggtag
gtggaatctg
cttcgtgtga
tggattgtga
aggaatcgag
tccggecatceg
gacctagttg
tttcacattt
ggagtgtgga
cttccggaga

31

tggagttact
ccgectcage
ctgcactcag
gtgttaatct
tacccgacaa
actgtggttc
acgaaagaac
gaaataatgg
gattggaaac
agcagttagg
aattgaaaaa
acttcatgat
atcatgcagt
aaaatagttg
gtaacatgtg
atggccaagg
ttagttatgt
cttgtctcac
ttcgcactcc
ctactgttgt

ctcgtttttg
tctctatcgg
gcaagcaatt
cgaggatcaa
aattgactgg
ctgttgggca
tagtatttca
ttgcagtggt
cgaatcctct
agttgccaaa
tctagtcggt
gtacaggagt
cttggctgtc
gggattgtcg
tggaattgct
aggccaagga
caacactaat
ttttggaaga
tccagcttat

ttaagctt

HindIII



Ndel

cata tggacatcga tccttataaa gaatttggag ctactgtgga gttactctcg tttttgectt

ctgacttctt
ccttagagtc
gctgggggga
gtggaggttc
gactggcgtg
tgggcattct
atttcattct
agtggtggat
tcctcttatc
gccaaagtga
gtcggtgcecg
aggagtggta
gctgtecggtt
ttgtcgtggg
attgcttcgce
caaggaggag
actaatatgg
ggaagagaaa
gcttatagac

gcte
HindIIIX

Fig. 11

tccttcagta
tcctgagecat
actaatgact
tggtggagga
aatctggtta
caacaaccgg
ctgagcaaca
tgatggaaaa
cgtacacggc
ctggctacta
aaggacctgc
tttatcagag
acggaacaca
gtgagcgcgg
tggccagtct
gtggttcagg
gcttaaagtt
cggtcataga
caccaaatgc

ES 2288223 T3

cgagatcttc
tgttcacctce
ctagctacct
ggccaaggag
tgtgacggag
tactatggag
actggtcgat
tgcttaccaa
tgtggaaggt
cactgtgcect
cgcggtcgcet
ccaaacttgt
gggtggtact
ttacattcga
cccgattgge
cggtggtgga
caggcaactt
gtatttggtg
ccctatctta

tggataccgce
accatactgc
gggtgggtgt
gcgctgtacc
gtgaaagatc
ggacagtata
tgtagcggtc
tatttgaaac
cagtgtcgat
tctggcagtg
gtggatgtgg
tcaccgctte
gactattgga
atggctagga
acgatttcceg
tctagggacc
ttgtggtttc
tcttteggag
tcaacacttce

32

ctcagctcte
actcaggcaa
taatctcgag
cgacaaaatt
agggaaactg
tgaaaaacga
cttggggaaa
aatttggatt
acaataagca
aggtagaatt
aatctgactt
gtgtgaatca
ttgtgaaaaa
atcgaggtaa
gcatcgatgg
tagttgttag
acatttcttg
tgtggattcg
cggagactac

tatcgggaag
gcaattcttt
gatcaaggtg

tggttcctgt
aagaactagt
taatggttgc
ggaaaccgaa
gttaggagtt
gaaaaatcta
catgatgtac
tgcagtcttg
tagttgggga
catgtgtgga
ccaaggaggc
ttatgtcaac
tctcactttt
cactcctcca
tgttgtttaa



EcoRI

gaattcatat
aatcttccga
cagatcaaca
attacaacat
tacccgacaa
actgtggttc
acgaaagaac
gaaataatgg
gattggaaac
agcagttagg
aattgaaaaa
acttcatgat
atcatgcagt
aaaatagttg
gtaacatgtg
attaagctta

Fig. 12

gcagattttc
taccatcgac
aagattgatc
tcagaaggag
aattgactgg
ctgttgggca
tagtatttca
ttgcagtggt
cgaatcctct
agttgccaaa
tctagtecggt
gtacaggagt
cttggctgtc
gggattgtcg
tggaattgct
tcgataccgt

ES 2288223 T3

gtcaaaactt
aacgttaagt
tttgccggta
tccaccttac
cgtgaatctg
ttctcaacaa
ttctctgagce
ggattgatgg
tatccgtaca
gtgactggct
gcecgaaggac
ggtatttatc
ggttacggaa
tggggtgagce
tcgctggcca

cgacctcgag

tgaccggtaa
cgaaaattca
agcagctaga
atcttgtctt
gttatgtgac
ccggtactat
aacaactggt
aaaatgctta
cggctgtgga
actacactgt
ctgcecgeggt
agagccaaac
cacagggtgg
gcggttacat
gtctcccgat

Xhol

33

aaccataaca
agacaaggaa
agacggtaga
aagactccge
ggaggtgaaa
ggagggacag
cgattgtagc
ccaatatttg
aggtcagtgt
gccttectgge
cgctgtggat
ttgttcaccg
tactgactat
tcgaatggct
tggcacgatt

ttggaagttg
ggtatceccte
acgctgtctg
ggtggtgctg
gatcagggaa
tatatgaaaa
ggtccttggg
aaacaatttg
cgatacaata
agtgaggtag
gtggaatctg
cttcgtgtga
tggattgtga
aggaatcgag
tccggeatceg



BamHI

ggatccatat
acaatggggc
aagaacataa
tcacggatat
ccgatatact
aatttggagc
gagatcttct
gttcacctca
tagctacctg
atgtcaacac
tcacttttgg
ctcctcecagce
ttgtttaaaa

Fig. 13

gtcgaatgat
tgacgatcag
cctacgtcac
gacattcgag
ctcacacggt
tactgtggag
agataccgcc
ccatactgca
ggtgggtgtt
taatatgggc
aagagaaacg
ttatagacca
gcttgagcte

ES 2288223 T3

gatttgtggc
cacagacgaa
gatctcggcee
gaattcaagg
gtcccgtatg
ttactctcgt
tcagctctct
ctcaggcaag
aatttggaag
ttaaagttca
gtcatagagt
ccaaatgcce

atcagtggaa
atatttggga
tcgtcaccta
ccaaatatct
agacgaacaa
ttttgcette
atcgggaagc
caattctttg
atccagcatc
ggcaactttt
atttggtgtc
ctatcttatc
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gcgaatgtac
agagaatgtg
cacattggga
aacagaaatg
tcgtatcgat
tgacttcttt
cttagagtct
ctggggggaa
tagggaccta
gtggtttcac
tttcggagtg
aacacttccg

Sacl

aacaatgaat
aaacatatcc
ttgaaccaat
tcacgcgcegt
ccttataaag
ccttcagtac
cctgagcatt
ctaatgactc
gttgttagtt
atttcttgtc
tggattcgca
gagactactg



BamHI

ggatcccecg
tactctegtt
cagctctcta
tcaggcaagce
atctcgagga
gctgtacccg
ggaaactgtg
aaaaacgaaa
tggggaaata
tttggattgg
aataagcagt
gtagaattga
tctgacttca
gtgaatcatg
gtgaaaaata
cgaggtaaca
atcgatggcc
gttgttagtt
atttcttgtece
tggattcgca
gagactactg

Aspl18

Fig. 14
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EcoRI

ggctgcagga attcatatg gacatcgatc cttataaaga atttggagct actgtggagt

tttgcettet
tcgggaagcece
aattctttgce
tcaaggtggt
acaaaattga
gttcctgttg
gaactagtat
atggttgcag
aaaccgaatc
taggagttgc
aaaatctagt
tgatgtacag
cagtcttggc
gttggggatt
tgtgtggaat
aaggaggcca
atgtcaacac
tcacttttgg
ctcectecage

gacttcttte
ttagagtcte
tggggggaac
ggaggttctg
ctggcgtgaa
ggcattctca
ttcattctct
tggtggattg
ctcttatccg
caaagtgact
cggtgccgaa
gagtggtatt
tgtcggttac
gtcgtggggt
tgcttegetg
aggaggaggt
taatatgggce
aagagaaacg
ttatagacca

ttgtttaagc ttatcgatac
HindIII

cttcagtacg
ctgagcattg
taatgactct
gtggaggagg
tctggttatg
acaaccggta
gagcaacaac
atggaaaatg
tacacggctg
ggctactaca
ggacctgceceg
tatcagagcc
ggaacacagg
gagcgcggtt
gccagtctce
ggttcaggcg
ttaaagttca
gtcatagagt
ccaaatgcece
cgtcgacctce
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agatcttctg
ttcacctcac
agctacctgg
ccaaggaggc
tgacggaggt
ctatggaggg
tggtcgattg
cttaccaata
tggaaggtca
ctgtgcette
cggtcgetgt
aaacttgttc
gtggtactga
acattcgaat
cgattggcac
gtggtggatc
ggcaactttt
atttggtgtc
ctatcttate
gagggggggce

gataccgcct
catactgcac

gtgggtgtta

gaaagatcag
acagtatatg
tagcggtcct
tttgaaacaa
gtgtcgatac
tggcagtgag
ggatgtggaa
accgcttegt
ctattggatt
ggctaggaat
gatttccgge
tagggaccta
gtggtttcac
tttcggagtg
aacacttccg

ccggtacc
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Fig. 16 b
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Fig. 16 ¢
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28.8 kDa

Fig. 18
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Fig. 19
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Fig. 20
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ANALISIS DE LA EXPRESION DEL ANTIGENO EN PLANTAS DE LECHUGA
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PRESENCIA DE ANTICUERPQS 1gG EN EL SUERQ DE ANIMALES INMUNIZADOS CON
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PRESENCIA DE ANTICUERPOS 1gG EN EL SUERO DE ANIMALES INMUNIZADOS CON
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PRESENCIA DE ANTICUERPOS IgG EN EL SUERO DE ANIMALES INMUNIZADOS CON
LIOFILIZADO UbiKat
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PRESENCIA DE ANTICUERPOS 19G EN EL SUERO DE ANIMALES INMUNIZADOS CON
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