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ES 2351275 T3

DESCRIPCION

Evolucién in vitro continua.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un método para mutar y seleccionar proteinas de unién diana en un sistema de
traduccion; y a un constructo de polinucledtido para su uso en este método. El método de la presente invencion puede
aplicarse a la generacion de moléculas de utilidad diagndstica y terapéutica.

Antecedentes de la invencion

La evolucién in vitro de proteinas implica introducir mutaciones en secuencias de genes conocidas para producir
una biblioteca de secuencias mutantes, traducir las secuencias para producir proteinas mutantes y entonces seleccionar
proteinas mutantes con las propiedades deseadas. Este procedimiento tiene el potencial para generar proteinas con
utilidades diagndsticas y terapéuticas mejoradas. Desafortunadamente, sin embargo, el potencial de este procedimiento
se ha visto limitado por las deficiencias en los métodos actualmente disponibles para la mutacién y la generacion de
bibliotecas.

Por ejemplo, ha resultado dificil la generacion de grandes bibliotecas (por ejemplo, mas alld de un tamafio de
biblioteca de 10'%) de genes individuales tnicos y sus proteinas codificadas con sistemas de presentacién en fago
debido a limitaciones en la eficiencia de transformacién. Una desventaja adicional es que los métodos que utilizan los
sistemas de presentacion en fago (figura 1) requieren varias etapas secuenciales de mutacién, amplificacién, seleccion
y mutacién adicional (Irving et al., 1996; Krebber et al., 1995; Stemmer, 1994; Winter et al., 1994).

Ejemplos de procedimientos que se han usado hasta la fecha para la maduracién de la afinidad de proteinas selec-
cionadas, y particularmente para la maduracién de la afinidad de anticuerpos, se exponen en la tabla 1. Todos estos
métodos se basan en la mutacion de genes seguida de la presentacion y la seleccion de las proteinas codificadas. La
mutacién particular que se elige determina la diversidad en la biblioteca génica resultante. Las estrategias in vitro
(tabla 1) se ven muy limitadas por la eficacia en la transformacién de genes mutados en la formacion de una biblioteca
de presentacién en fago. En un procedimiento ciclico in vivo (tabla 1 n.° 1), las células mutadoras de E. coli fueron
el vehiculo para la mutacién de genes de anticuerpos recombinantes. Las células mutadoras de E. coli MUTDS-FIT
(Irving et al., 1996) que llevan un gen DNAQ mutado podrian usarse como la fuente de los extractos S-30 y por tan-
to permitir mutaciones introducidas en el ADN durante la replicacién como resultado de errores de correccién. Sin
embargo, las tasas de mutacién son bajas en comparacién con la tasa requerida. Por ejemplo, mutar 20 residuos con
la permutacién completa de 20 amino4cidos requiere un tamafio de biblioteca de 1x10%, una tarea extremadamente
dificil con la metodologia de presentacion en fago actualmente disponible.

TABLA 1

Estrategias de maduracion de la afinidad

In vivo Mecanismo
1 Células mutadoras Mutaciones puntuales al azar
2 SIP-SAP Coseleccion e infeccion con pares de anticuerpo-
antigeno
In vitro
3 Intercambio de ADN/PCR sexual Recombinacién de secuencia recursiva mediante
homologia de ADN

4 Mutagénesis dirigida al sitio sobre regiones  Mutaciones codificadas con oligonucleétidos
seleccionadas (CDR)

5 Transposiciones de cadena Reemplazo secuencial de dominios de cadena
pesada o ligera usando bibliotecas de fagos

6 PCR propensa a error Errores de replicacion de la polimerasa

1) Irving et al. (1996); 2a) Krebber et al. (1995); 2b) Duenas y Borrebaeck (1994); 3) Stemmer
(1994), Stemmer et al. (1995); 4) Yang et al. (1995); 5a) Barbas et al. (1994); 5b) Winter et al.
(1994); 6) Gram et al. (1992).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2351275 T3

Un método de seleccién que permite la produccién in vitro de bibliotecas complejas de mutantes que estin evo-
lucionando (mutando) continuamente y a partir de las cuales puede seleccionarse el gen deseado, proporcionaria por
tanto un medio mejorado de maduracién (aumento) de la afinidad de proteinas.

Sistemas de transcripcion y traduccion acopladas in vitro

Se conoce bien que un plasmido de ADN que contiene un gen de interés puede actuar como molde para la trans-
cripcién cuando se controla mediante un elemento de control tal como el promotor T7. También se conoce que pueden
usarse sistemas libres de células acoplados para transcribir ARNm y traducir el ARNm en péptidos simultdneamente
(Baranov et al. 1993; Kudilicki et al. 1992; Kolosov et al. 1992; Morozov et al. 1993; Ryabova et al. 1989, 1994;
Spirin 1990; documento US 5556769; documento US5643768; He y Taussig 1997). La fuente de sistemas libres de
células generalmente ha sido extractos S-30 de E. coli (Mattheakis 1994; Zubay 1973) para procariotas y lisados
de reticulocitos de conejo para eucariotas. También se han notificado sistemas acoplados de transcripcion/traduccién
(documento US 5492817; documento US 5665563; documento US 5324637) que implican extractos libres de células
procariotas (Mattheakis et al. 1994) y extractos libres de células eucariotas (documento US 5492817; documento US
5665563) que tienen diferentes requisitos para la transcripcién y la traduccién eficaces. Ademads, existen requisitos
para el plegamiento correcto de las proteinas traducidas en los sistemas procariotas y eucariotas. Para procariotas,
pueden requerirse disulfuro isomerasa de proteinas (PDI) y chaperonas. Generalmente en procariotas, las proteinas
traducidas se pliegan tras su liberacién del ribosoma; sin embargo, para el plegamiento correcto de la proteina recién
traducida unida (ligada) al ribosoma también puede ser necesario un anclaje C terminal. Un anclaje es un espaciador
de polipéptido que une el/los dominio(s) de proteina recién traducida al ribosoma. El anclaje puede ser un dominio
de proteina completa tal como una regién constante de inmunoglobulina. Completamente al contrario de esto, en los
sistemas eucariotas la proteina se pliega a medida que se sintetiza y no requiere de la adicién de PDI y chapero-
nas de procariotas. Sin embargo, un anclaje puede ser beneficioso en sistemas eucariotas para el espaciado de, y el
plegamiento correcto de la proteina recién traducida unida (ligada) al ribosoma.

En la superficie de los ribosomas se han presentado polipéptidos sintetizados de novo en sistemas acoplados libres
de células, dado que por ejemplo en ausencia de un codén de parada el polipéptido no se libera del ribosoma. Para
fines de seleccién puede usarse el complejo de proteinas de ribosoma de ARNm. Este sistema imita el procedimiento
de presentacion en fago y seleccién y se muestra en la figura 1. Las caracteristicas requeridas para la presentacion
optima en ribosomas se han descrito por Hanes y Pluckthun (1997). Estas caracteristicas incluyen la eliminacién de
codones de parada. Sin embargo, la eliminacion de codones de parada da como resultado la adicion de sitios sensibles
a proteasa en el extremo C terminal de la proteina recién traducida codificada por una estructura de tipo ARNt de ssrA.
Esto puede evitarse mediante la inclusion de oligonucleétidos de ssrA antisentido (Keiler et al 1996).

ARN polimerasas dirigidas por ARN

El bacteriéfago Qg es un fago de ARN con una replicasa eficaz (las ARN polimerasas dependientes de ARN se
denominan replicasas o sintetasas) para replicar el genoma monocatenario de colifago QB. La Qg replicasa es propensa
a error e introduce mutaciones en el ARN calculadas in vivo en 10°-10* bases. La fidelidad de la Qg replicasa es baja
y estd fuertemente sesgada para replicar su molde (Rohde er al. 1995). Estas ensefianzas indican que la replicacién
durante un periodo prolongado conduce a la acumulacién de cadenas mutadas no adecuadas para la sintesis de una
proteina deseada. Tanto las cadenas + como - sirven como moldes para la replicasa; sin embargo, para el genoma viral
la cadena + se une mediante la QB replicasa y se usa como el molde para la cadena complementaria (-). Con el fin
que se produzca la replicacién del ARN, la replicasa requiere elementos estructurales/secuencia de ARN especificos
que se han definido bien (Brown y Gold 1995; Brown y Gold 1996). Una reaccién que contiene 0,14 femtogramos de
ARN recombinante produce 129 nanogramos en 30 minutos (Lizardi et al. 1988).

Se conoce que las ARN polimerasas dirigidas por ARN replican ARN de manera exponencial en moldes compati-
bles. Los moldes compatibles son moléculas de ARN con estructura secundaria tal como la observada en ARN MDV-
1 (Nishihara, T., et al. 1983). Con respecto a esto, se ha descrito un vector para construir ARNm amplificables ya que
éste tiene las secuencias y la estructura secundaria (ARN MDV-1) requeridas para la replicacién y se replica in vitro
de la misma manera que el ARN genémico de Qp. La secuencia de ARN MDV-1 (un molde que se produce de manera
natural para la Qg replicasa) es uno de varios moldes naturales compatibles con la amplificacién del ARN mediante
la Qg replicasa (documento US-4786600); tiene estructuras de tipo ARNt en su extremo terminal que son similares
a las estructuras que aparecen en los extremos de la mayoria de los ARN de fago que aumentan la estabilidad de
las secuencias de ARNm incrustadas. La linealizacién del plasmido le permite actuar como un molde para la sintesis
de mas ARN MDV-1 recombinante. (Lizardi et al. 1988). Las ensefianzas en la técnica muestran que la replicacién
prolongada con Qp replicasa de un gen fordneo requiere que éste se incruste como ARN dentro de uno de los moldes
que se producen de manera natural tales como ARN MDV-1.

Sumario de la invencion

Los presentes inventores han encontrado ahora que las ARN polimerasas dirigidas por ARN introducen mutaciones
en moléculas de ARNm sintetizadas durante la replicacién de tal manera que se crea una biblioteca de moléculas
de ARNm en evolucién (mutadas). Estas moléculas de ARNm mutadas varfan en tamafio debido a inserciones y
deleciones asi como a mutaciones puntuales y pueden traducirse in vitro de manera que se presentan las proteinas
correspondientes, por ejemplo, en un complejo ternario que comprende ribosoma, ARNm, y proteina sintetizada de
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novo codificada por el ARNm. Los presentes inventores también han identificado las condiciones en las que una
gran proporcion de proteinas generadas mediante el procedimiento de presentacioén en ribosoma estdn en una forma
funcional, correctamente plegada. Ademas, los presentes inventores han identificado condiciones en las que la replicasa
de fago Qp puede funcionar en sistemas de transcripcion/traduccion acopladas eucariotas para amplificar moldes de
ARN, incorporando mutaciones en el ARNm.

Las moléculas de ARNm en el sistema de transcripcion/traduccion preferido de la presente invencion estdn en un
procedimiento ciclico continuo de replicacién/mutacién/traduccién que conduce a un procedimiento de evolucion in
vitro continua (CIVE).

Este procedimiento de CIVE proporciona un método novedoso para la evolucioén in vitro de proteinas que evita la
limitacién de niimeros, tamafio de biblioteca y etapas que requieren mucho tiempo inherentes en los procedimientos
de maduracién de la afinidad anteriores.

Por consiguiente, en un primer aspecto la presente invencién proporciona un método para la mutacién, sintesis y
seleccidn de una proteina que se une a una molécula diana, comprendiendo el método:

(a) incubar una molécula de ARNm replicable que codifica para la proteina con los precursores de ribonucledsido
trifosfato de ARN y una ARN polimerasa dirigida por ARN, en el que la ARN polimerasa dirigida por ARN replica
la molécula de ARNm pero introduce mutaciones generando de ese modo una poblaciéon de moléculas de ARNm
mutante;

(b) incubar las moléculas de ARNm mutante de la etapa (a) con un sistema de traduccién en condiciones que
den como resultado la sintesis de una poblacidon de proteinas mutantes de manera que tras la traduccidn, las protei-
nas mutantes se unan a sus moléculas de ARN codificantes formando de ese modo una poblacién de complejos de
ARNm/proteina mutante;

(c) seleccionar uno o mas complejo(s) de ARNm/proteina mutante exponiendo la poblacién de complejos de
ARNm/proteina mutante de la etapa (b) a la molécula diana y recuperando el/los complejo(s) de ARNm/proteina
mutante unido(s) a la misma; y

(d) liberar opcionalmente las moléculas de ARNm del/de los complejo(s).

En un segundo aspecto la presente invencion proporciona un método para la mutacion, sintesis y seleccion de una
proteina que se une a una molécula diana que incluye:

(b) incubar las moléculas de ARNm mutante de la etapa (a) con un sistema de traduccién en condiciones que dan
como resultado la sintesis de una poblacién de proteinas mutantes de manera que tras la traduccién, las proteinas
mutantes se unen a sus moléculas de ARNm codificantes formando de ese modo una poblacién de complejos de
ARNm/proteina mutante;

(c) seleccionar uno o mds complejo(s) de ARNm/proteina mutante exponiendo la poblaciéon de complejos de
ARNm/proteina mutante de la etapa (b) a la molécula diana;

(d) repetir las etapas (a) a (c) una o més veces, en el que la molécula de ARNm usada en la etapa (a) es el ARNm
obtenido de complejo(s) seleccionado(s) en la etapa (c);

(e) recuperar complejos de proteina mutante unidos a la(s) molécula(s) diana; y
(f) liberar o recuperar opcionalmente las moléculas de ARNm del/de los complejo(s).

El ARNm de la etapa (d) puede reciclarse a través de las etapas (a) a (c) sin purificacién o aislamiento del sistema
de traduccion.

En una realizacién, el ARNm de la etapa (d) se recicla mediante la etapa (a) mientras que se une el ARNm al/a los
complejo(s) obtenido(s) en la etapa (c). En otra realizacion, se libera el ARNm del/de los complejo(s) obtenido(s) en
la etapa (c) antes de reciclar. Puede liberarse el ARNm de los complejos mediante cualquier mecanismo adecuado. El
mecanismo puede incluir elevar la temperatura de la incubacion, o cambiar la concentracién de los compuestos usados
para mantener los complejos intactos.

En el contexto de la presente invencién, puede reciclarse el ARNm a través de las etapas (a) a (c) mediante
etapas manuales, secuenciales. Sin embargo, en una realizacion preferida, se llevan a cabo las etapas (a), (b), (¢) y (d)
simultdneamente en un recipiente de reaccién de una sola cdmara o de multiples cdmaras y el reciclado se produce de
manera automdtica dentro del recipiente.

En el contexto de la presente invencidn, puede reciclarse el ARNm a través de las etapas (a) a (c) mediante
etapas manuales, secuenciales. Sin embargo, en una realizacion preferida, las etapas (a), (b), (c) y (d) se llevan a cabo
simultdneamente en un sélo recipiente de reaccién y el reciclado se produce automaticamente dentro del recipiente.
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En otra realizacién del segundo aspecto, se aisla el ARNm de la etapa (d). El ARNm aislado puede transcri-
birse en ADNc. El ADNCc resultante puede clonarse en un vector adecuado para la expresion de la proteina codifi-
cada.

Los expertos en la técnica apreciardn que puede usarse cualquier complejo adecuado para unir las proteinas tradu-
cidas a sus ARNm codificantes. Por ejemplo, el complejo puede ser una mitocondria u otro orgdnulo celular adecuado
para la presentacion de proteinas. En una realizacién preferida, el complejo es un complejo ribosémico ternario intac-
to. El complejo ribosémico preferiblemente comprende al menos un ribosoma, al menos una molécula de ARNm y
al menos un polipéptido traducido. Este complejo permite la “presentacion en ribosoma” de la proteina traducida. Se
conocen condiciones que son adecuadas para mantener los complejos ribosémicos ternarios intactos tras la traduccion.
Por ejemplo, la delecién u omisién del codén de parada de la traduccién del extremo 3’ de la secuencia codificante
da como resultado el mantenimiento de un complejo ribosémico ternario intacto. Puede afiadirse esparsomicina o
compuestos similares para evitar la disociacién del complejo ribosémico. El mantenimiento de las concentraciones es-
pecificas de las sales de magnesio y la disminucién de los niveles de GTP también pueden contribuir al mantenimiento
del complejo ribosémico intacto.

Los expertos en la técnica apreciardn que realizaciones preferidas de la presente invencién implican la replicacion-
traduccion-seleccion acopladas en un procedimiento discontinuo de reciclado, y preferiblemente, en un procedimiento
de flujo continuo (véase, por ejemplo, la figura 4). En la técnica se conocen el equipo y procedimientos de flujo
continuo para traduccion o transcripcién-traduccion y pueden adaptarse a los métodos de esta invencion cambiando la
composicion de los materiales o condiciones tales como la temperatura en el reactor. Varios sistemas y sus métodos de
funcionamiento se revisan en Spirin, A. S. (1991). Publicaciones pertinentes adicionales incluyen Spirin et al. (1988);
Rattat er al. (1990); Baranov et al. (1989); Ryabova et al., (1989); y Kigawa et al. (1991).

“Sistema de traduccién” se refiere a una mezcla que comprende ribosomas, enzimas solubles, ARN de transferen-
cia, y un sistema que regenera energia que puede sintetizar proteinas codificadas por moléculas de ARNm exdgeno.

En una realizacién preferida, el sistema de traduccién es un sistema de traduccién libre de células. La traduccién
segun esta realizacién no se limita a ningtn sistema de traduccion libre de células particular. El sistema puede derivarse
de un eucariota, procariota o una combinacién de los mismos. Puede usarse un extracto bruto, un extracto parcialmente
purificado o un extracto altamente purificado. Pueden sustituirse componentes sintéticos por componentes naturales.
Estan disponibles numerosas alternativas y se describen en la bibliografia. Véase por ejemplo, Spirin (1990b). Los
sistemas de traduccién libres de células también estdn comercialmente disponibles. En una realizacién de la presente
invencion, el sistema de traduccidn libre de células utiliza un extracto S-30 de Escherichia coli. En otra realizacion, el
sistema de traduccién libre de células utiliza un lisado de reticulocitos, preferiblemente un lisado de reticulocitos de
conejo.

El sistema de traduccién también puede comprender compuestos que mejoran el plegamiento de proteinas. Para
este fin, los presentes inventores han identificado las condiciones en las que se genera un aumento de la proporcién de
proteinas producidas mediante el procedimiento de presentacion en ribosoma de una forma plegada, funcional. Estas
condiciones incluyen la adicién de glutatién reducido y/u oxidado al sistema de traduccién a una concentracién de
entre 0,1 mM y 10 mM. Preferiblemente, el sistema de traduccién comprende glutatién oxidado a una concentracién
de entre 2 mM y 5 mM. Preferiblemente, el sistema de traduccién comprende glutation oxidado a una concentracién
de aproximadamente 2 mM y glutation reducido a una concentracién de entre 0,5 mM y 5 mM.

En otra realizacion de la presente invencién el sistema de traduccién consiste en o comprende una célula o com-
partimento dentro de una célula. La célula puede derivarse de un eucariota o un procariota.

Se han aislado varias ARN polimerasas dirigidas por ARN (conocidas de otro modo como replicasas o ARN
sintetasas) conocidas en la técnica y son adecuadas para su uso en el método de la presente invencién. Ejemplos de
éstas incluyen ARN polimerasas de bacteriéofago, ARN polimerasas de virus de plantas y ARN polimerasas de virus
de animales. En una realizacion preferida de la presente invencién, la ARN polimerasa dirigida por ARN introduce
mutaciones en la molécula de ARN replicada a una frecuencia relativamente alta, preferiblemente a una frecuencia de
al menos una mutacién en 10* bases, mds preferiblemente una mutacién en 10° bases. En una realizacién mds preferida,
la ARN polimerasa dirigida por ARN se selecciona del grupo que consisten en Qg replicasa, RdRp de Hepatitis C,
RdRp de virus de estomatitis vesicular, replicasa del virus del mosaico amarillo del nabo (Deiman et al. (1997) y ARN
dependiente de ARN de bacteriéfago phi 6 de ARN (Ojala y Bamford (1995). De la manera mas preferible, la ARN
polimerasa dirigida por ARN es Qg replicasa.

Puede incluirse la ARN polimerasa dirigida por ARN en el sistema de transcripcién/traduccién como una proteina
purificada. Alternativamente, puede incluirse la ARN polimerasa dirigida por ARN en forma de un molde génico que
se expresa simultineamente con la etapa (a), o simultdneamente con las etapas (a), (b) y (c) de los métodos de los
aspectos primero o segundo de la presente invencion.

En una realizacion preferida adicional, la ARN polimerasa dirigida por ARN puede fusionarse con o asociarse con
la molécula diana. Sin querer restringirse a la teorfa, se prevé que en algunos casos, la afinidad de unién de la proteina
traducida puede ser mayor que la afinidad de la replicasa por la molécula d¢ ARNm. La unién del complejo de
ARNm/proteina mutante a una constructo de fusiéon de molécula diana/ARN polimerasa dirigida por ARN llevaria el
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ARNm hacia las proximidades de la ARN polimerasa dirigida por ARN. Esto puede dar como resultado la replicacién
y la mutacién adicional preferencial de las moléculas de ARNm de interés.

En la técnica se conocen moldes de ARN que se replican por diversas ARN polimerasas dependientes de ARN y
pueden servir como vectores para producir ARNm replicables adecuados para su uso en la presente invencién. Los
moldes conocidos para Qg replicasa incluyen ARN RQ135, ARN MDV-1, ARN microvariante, ARN nanovariantes,
CT-ARN y ARN RQ120. No se prefiere el ARN Qg, que también se replica por la Qg replicasa, porque tiene cistrones,
y ademas porque los productos de estos cistrones regulan la sintesis de proteinas. Los vectores preferidos incluyen
ARN MDV-1 y ARN RQ135. Estan publicadas las secuencias de los dos. Véase Kramer et al. (1978) (ARN MDV-
1) y Munishkin ef al. (1991) J (RQ135), en el presente documento. Pueden prepararse en forma de ADN mediante
técnicas de sintesis de ADN bien conocidas.

En una realizacion preferida del primer aspecto de la presente invencion, el método incluye ademds la etapa de
transcribir un constructo de ADN para producir ARNm replicable. El ADN que codifica para el ARNm recombinante
puede estar, pero no es necesario que esté, en forma de un pldsmido. Es preferible usar un pldsmido y una endonu-
cleasa que escinda el plasmido en o cerca del extremo de la secuencia que codifica el ARN replicable en el que se
incrusta la secuencia génica. Puede realizarse la linealizacién por separado o puede acoplarse con la transcripcion-
replicacién-traduccién. Sin embargo, preferiblemente, se genera ADN lineal mediante una cualquiera de las muchas
reacciones de replicaciéon de ADN disponibles y de la manera més preferible mediante la técnica de la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR). Para algunos sistemas, pueden preferirse pldsmidos no linealizados sin endonucleasa.
Pueden prepararse plasmidos adecuados, por ejemplo, siguiendo las ensefianzas de Melton et al. (1984a, b) en cuanto
a procedimientos para generar ARN mediante transcripcién in vitro de plasmidos recombinantes mediante ARN poli-
merasas de bacteriéfago, tales como ARN polimerasa de T7 o ARN polimerasa de SP6. Véase, por ejemplo, Melton
et al. (1984a) y Melton (1984b). Se prefiere que la transcripcidon comience con el primer nucleétido de la secuencia
que codifica para el ARN replicable.

En una realizacién preferida adicional, la transcripcién se lleva a cabo simultineamente en un recipiente de reaccién
de una sola cdmara o de miiltiples cdmaras, o reactor, con las etapas (a), (b), (c) del método segtin los aspectos primero
o segundo de la presente invencion.

La molécula diana puede ser cualquier compuesto de interés (o una parte del mismo) tal como una molécula de
ADN, una proteina, un receptor, una molécula de superficie celular, un metabolito, un anticuerpo, una hormona, una
bacteria o un virus.

En una realizacién preferida, la molécula diana se une a una matriz y se afiade a la mezcla de reaccidon que compren-
de el complejo (que presenta proteinas traducidas). La molécula diana puede recubrirse, por ejemplo, en una matriz
tal como perlas magnéticas. Las perlas magnéticas pueden ser Dynabeads. Se apreciard que las proteinas traducidas
se unirdn de manera competitiva a la molécula diana. Las proteinas con mayor afinidad preferiblemente desplazaran a
las moléculas de menor afinidad. Por tanto, el método de la presente invencion permite seleccionar proteinas mutantes
que muestran afinidades de unién mejoradas por una molécula diana de interés.

Los presentes inventores también han realizado los hallazgos sorprendentes de que las secuencias minimas deri-
vadas de los moldes de replicasa que se producen de manera natural, tales como el molde de MDV-1, son suficientes
para la unién de la Qg replicasa. Basandose en este hallazgo, se ha desarrollado un constructo novedoso adecuado para
la transcripciéon de ARNm replicable.

Por consiguiente, en una realizacién preferida de los aspectos primero o segundo de la presente invencion, el
método incluye ademds transcribir un constructo de ADN para producir una molécula de ARNm replicable, en la que
el constructo de ADN comprende:

(i) una regién no traducida que comprende un elemento de control que promueve la transcripcién del ADN en
ARNm y un sitio de unién a ribosoma;

(ii) un marco de lectura abierto que codifica para la proteina que se une a la molécula diana; y
(iii) una estructura de horquilla en el sentido de 5’ del marco de lectura abierto.
En un tercer aspecto, la presente invencién proporciona un constructo de ADN que comprende:

(i) una region no traducida que comprende un elemento de control que promueve la transcripcion del ADN en
ARNm y un sitio de unién a ribosoma;

(i1) un sitio de clonacién ubicado en el sentido de 3’ de la regién no traducida; y
(iii) una secuencia de union a replicasa ubicada en el sentido de 5’ del sitio de clonacion.

Cuando se usa en el presente documento la frase “secuencia de unién a replicasa” se refiere a una secuencia de
polinucleétido que es una estructura secundaria de “tipo bucle” que se reconoce por una replicasa (en particular, una
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holoenzima replicasa). Preferiblemente, la secuencia de unién a replicasa no incluye un molde de ARN de longitud
completa para una molécula de replicasa. Por ejemplo, preferiblemente la frase “secuencia de unién a replicasa” no
incluye moldes de ARN MDV-1 o de ARN RQ135 de longitud completa.

En una realizacion preferida, la secuencia de unién a replicasa tiene una longitud de entre 15 y 50 nucleétidos,
mads preferiblemente una longitud de entre 20 y 40 nucledtidos. Preferiblemente, la secuencia de unién a replicasa se
reconoce por la QB replicasa.

En una realizacion preferida adicional, la secuencia de la secuencia de unidn a replicasa comprende o consiste en
la secuencia:

GGGACACGAAAGCCCCAGGAACCUUUCG

En una realizacién preferida adicional, se incluye una segunda secuencia de unién a replicasa en el sentido de 3’
del sitio de clonacion.

Puede usarse cualquier sitio de unién a ribosoma adecuado en el constructo de la presente invencién. Pueden
incorporarse secuencias de unién a ribosoma procariotas y eucariotas dependiendo de si se estdn usando sistemas
procariotas o eucariotas. Un sitio de unién a ribosoma procariota preferido es el del virus MS2.

En una realizacién preferida adicional, el constructo de ADN incluye una secuencia de iniciacién de la traduccién.
Preferiblemente, la secuencia de iniciacion de la traduccion es ATG.

Sera evidente para los expertos en la técnica que puede insertarse cualquier gen de interés en el sitio de clonacién
en el constructo de ADN. En una realizacién preferida, el/los gen(es) de interés es/son una secuencia de nucleétidos
que codifica para (i) una biblioteca de proteinas de unién diana o (ii) una tnica proteina de unién diana, en la que la
diana puede incluir cualquiera de proteina, ADN, moléculas de superficie celular, receptores, anticuerpos, hormonas,
virus u otras moléculas o complejos o derivados de los mismos.

Una secuencia de nucleétidos que codifica para un dominio de anclaje puede fusionarse en 3’ en marco con el
gen de interés. El dominio de anclaje puede ser cualquier secuencia de polipéptido que sea suficientemente larga para
separar la proteina traducida del gen de interés una distancia suficiente del ribosoma para permitir el plegamiento
correcto de la molécula y la accesibilidad a su componente de unién afin. Preferiblemente, el polipéptido tiene una
estructura secundaria de ARN correspondiente que imita la de un molde de replicasa. En una realizacién preferida,
el polipéptido es un dominio constante de inmunoglobulina. Preferiblemente, el polipéptido es un dominio ligero
constante. El dominio ligero constante puede ser la primera regién ligera constante del anticuerpo de ratén 1C3.
Preferiblemente, el dominio constante se codifica por la secuencia mostrada en la figura 5a. Alternativamente, el
polipéptido puede ser el dominio constante de IgM humana. En otra realizacidn, el anclaje puede seleccionarse del
grupo que consiste en: el epitopo “FLAG” octapeptidico, DYKDDDDK o una etiqueta de polihistidina ; seguida
opcionalmente de una secuencia de nucledtidos de terminacion (parada) de la traduccién. La secuencia de nucleétidos
de terminacidn (parada) de la traduccién puede ser TAA o TAG. En algunos constructos de la presente invencion,
no estan presentes codones de parada de modo que se evita el reconocimiento por factores de liberacién y posterior
liberacién de proteinas. En estos constructos, puede anadirse la secuencia de oligonucleétidos ssrA antisentido para
evitar la adicién de un sitio de proteasa C terminal en la regién no traducida en 3’ que sigue.

En un cuarto aspecto, la presente invencion proporciona un kit para generar un transcrito de ARNm replicable que
incluye un constructo de ADN segitin el segundo aspecto de la presente invencion.

En una realizacién preferida, el kit incluye al menos otro componente adicional seleccionado de

(i) una ARN polimerasa dirigida por ARN, preferiblemente QS replicasa, o un molde de ADN o ARN para una
ARN polimerasa dirigida por ARN;

(ii) un sistema de traduccion libre de células;

(ii1) una ARN polimerasa dirigida por ADN, preferiblemente una polimerasa de bacteriéfago;

(iv) ribonucledsidos trifosfato; y

(v) enzimas de restriccion.

A lo largo de esta memoria descriptiva, a menos que el contexto requiera lo contrario, se entenderd que la palabra
“comprender” o variaciones tales como “comprende” o “que comprende”, implican la inclusiéon de un elemento o

nimero entero o grupo de elementos o nimeros enteros indicados pero no la exclusién de ningin otro elemento o
nimero entero o grupo de elementos o nimeros enteros.
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Breve descripcion de las figuras

Figura 1: Ciclo de maduracién de la afinidad para a) presentacion en fago y b) presentacién en ribosoma en el
procedimiento de evolucion in vitro continua (CIVE).

Figura 2: Representacion esquemdtica de una unidad de expresién que contiene un gen de interés (secuencia
de nucleétidos) para CIVE. La unidad de expresién comprende un gen de interés con sitio de unién a ribosoma
en el sentido de 5’ (RBS) y sitio de iniciacién de la traduccién (ATG) junto con una secuencia de iniciacién de la
transcripcion (promotor T7). El constructo también comprende una secuencia espaciadora en el sentido de 3.

Figura 3: Representacion esquemadtica del método de CIVE que muestra la naturaleza de ciclado continuo de la
maduracién de la afinidad in vitro. El método permite la produccion in vitro de bibliotecas complejas de mutantes
que estdn evolucionando (mutando) continuamente y de las que puede seleccionarse un gen deseado: las moléculas
de ARNm en el sistema de transcripcién/traduccion preferido de la presente invencién estdn en un proceso ciclico
continuo de replicacion/mutacién/traduccion que conduce a la evolucién in vitro continua (CIVE).

Figura 4: Representacion de un recipiente de reaccion adecuado para el procedimiento de CIVE.

Figura 5: Secuencias de nucleétidos de: a) la primera region ligera constante del anticuerpo monoclonal de ratén
1C3; b) la tercera region pesada constante del anticuerpo IgM humano; c) el scFv anti-glicoforina (1C3); d) el scFv
anti-antigeno de superficie de hepatitis B (4C2).

Figura 6: Secuencia de ADN del plasmido pBRT7Qbeta que contiene una copia de ADNc del genoma del bacte-
riofago Qp.

Figura 7: Representacion esquemadtica de los plasmidos (a) pGC0O38CL (que contiene el scFv anti-glicoforina (1C3)
y la regidn ligera constante de ratén) y (b) pGC_CH (que contiene la regién pesada constante humana), que se usaron
para la sintesis por PCR del molde usado para la transcripcion y traduccién in vitro. Se usaron estos pldsmidos para
suministrar secuencias espaciadoras en el sentido de 3’. En la mayoria de los casos, se clonaron los genes de interés
en los sitios Sfil y Notl de pGC_CH.

Figura 8: Secuencias de fragmentos de ARN que forman estructuras de horquilla.

Figura 9: Vector de expresion eucariota pcDNA3.1 para la expresién de la Qp replicasa o la ARN polimerasa
dependiente de ARN del virus de la hepatitis C en el sistema de transcripcidon/traduccion acopladas de reticulocitos de
conejo.

Figura 10: Secuencia de ADN de la ARN polimerasa dependiente de ARN del virus de la hepatitis C.

Figura 11: Secuencias de ADN de oligonucleé6tidos usados como cebadores en reacciones de PCR para generar
ADN molde para las reacciones de transcripcidn/traduccién acopladas in vitro. Secuencias de nucleétidos de oligonu-
cleétidos usados tanto para la generaciéon de moldes como para la recuperacién de productos tras la inmunoseleccion.
Las secuencias se enumeran y se escriben de 5’ a 3’.

Figura 12: Expresion de la Qg replicasa en el sistema de transcripcién/traduccién acopladas de reticulocitos de
conejo.

Figura 13: Efecto de la Qg replicasa sobre la transcripcién/traduccion acoplada de la sintesis de proteina anti-GlyA
1C3.

Figura 14: Efecto de incluir Qg replicasa en la traduccién y transcripcién acopladas; tabla de mutaciones en las
secuencias de mutantes seleccionados. Esta figura muestra las posiciones y el tipo de mutaciones encontrados en 280
nucledtidos de la secuencia de 6 clones al azar. Estos se ha recuperado de inmunoselecciones del scFv anti-GlyA
frente a las Dynabeads recubiertas con GlyA tras la transcripcién y traduccion o bien en ausencia de Qg replicasa,
en presencia de Qg replicasa purificada o bien en presencia de pCDNAQg. En la columna “mutacién encontrada”;
“ninguna” significa que no se encontraron mutaciones; las mutaciones se muestran en la forma de AxB en la que A es
el nucleétido de tipo natural, x es el nimero de posicidn dentro de la secuencia (tal como se muestra en la figura 5¢) y
B es el nucleétido mutado observado.

Figura 15: Replicacién de transcritos de scFv anti-glicoforina mediante Qg replicasa en el sistema de reticulocitos
de conejo de transcripcién/traduccion acopladas: exploracién con densitémetro.

Figura 16: Andlisis de secuencia de ADN de replicacién y mutacién de scFv anti-glicoforina y scFv anti-hepatitis
B mediante Qg replicasa de trascritos de T7 polimerasa.

Figura 17: Vector que contiene la ARN polimerasa dependiente de ARN de hepatitis C.
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Figura 18: Efecto de ARN polimerasa dependiente de ARN de hepatitis C expresada en el sistema de transcrip-
cién/traduccién acopladas sobre la replicacién de ARN de scFv anti-GlyA 1C3, electroforesis en gel de agarosa de los
productos de RT-PCR tefiidos con bromuro de etidio y explorados.

Descripcion detallada de realizaciones preferidas de la invencion

En un aspecto preferido de la presente invencion, el sistema para la evolucién de una etapa continua de proteinas
comprende los siguientes componentes:

La unidad de expresion

Una unidad de expresion preferida para su uso en la presente invencidn se representa en la figura 2. Esta unidad
de expresion comprende regiones no traducidas en 3’ y 5 con un elemento de control en la regién no traducida en 5’
tal como el promotor T7 o SP6 para promover la transcripcion del ADN en ARNm. Las secuencias de ADN consenso
son especificas de sus polimerasas; la secuencia de promotor T7 para las ARN polimerasa de T7 es: TAATACGACT
CACTATAGGGAGA. La secuencia de promotor T7 puede actuar como una secuencia de unién a ARN polimerasa
dependiente de ARN (es decir, puede actuar como una secuencia de unién para Q@ replicasa). Preferiblemente, sin
embargo, el constructo incluye una estructura de horquilla para la unién de la Qg replicasa, ubicada en la regién no
traducida en 5°, en el sentido de 3’ con respecto al sitio promotor. Preferiblemente, se incluye una segunda estructura
de horquilla en el sentido de 3’ de la secuencia codificante, preferiblemente aproximadamente 1 kb en el sentido de 3’
del sitio de terminacién de la traduccién de la unidad de expresion. La secuencia preferida de la estructura de horquilla
es: GGGACACGAAAGCCCCAGGAACCUUUCG.

El sitio de unién a ribosoma es la siguiente region en el sentido de 3’ del promotor. Cualquiera de varias uniones a
ribosoma se usa en esta posicién. Pueden incorporarse secuencias de unién a ribosoma procariota y eucariota depen-
diendo de si se estd usando un sistema acoplado eucariota o procariota. Un sitio de unién procariota preferido es el
del virus MS2. Preferiblemente se usa la secuencia de iniciacién de la traduccién ATG y codifica para el aminoacido
metionina; es decir el inicio de la traduccidn in vitro.

El gen (secuencia de nucledtidos) de interés

Serd evidente para los expertos en la técnica que el gen de interés puede unirse a las regiones no traducidas mediante
cualquiera de las técnicas genéticas convencionales. El gen de interés puede incluir cualquier secuencia de nucleétidos
con un marco de lectura abierto (sin codones de parada) hasta el extremo 3’ del gen y para los fines de esta invencién
el extremo de la secuencia de anclaje (de espaciado).

En una realizacién preferida, el/los gen(es) de interés es una secuencia de nucledtidos que codifica para i) una
biblioteca de proteinas de unién diana o ii) una Unica proteina de unién diana, en la que la diana puede incluir cual-
quiera de proteina, ADN, moléculas de superficie celular, receptores, anticuerpos, hormonas, virus, u otras moléculas
o complejos o derivados de los mismos. Una secuencia de nucledtidos que codifica para un dominio de anclaje pue-
de fusionarse en 3’ y en marco con el gen de interés. El dominio de anclaje puede ser cualquiera de una serie de
secuencias de polipéptidos suficientemente largas para separar la proteina traducida del gen de interés, una distancia
suficiente del ribosoma para permitir el plegamiento correcto de la molécula y la accesibilidad de su componente de
unioén afin. En una realizacién preferida, el anclaje es la secuencia que codifica para el epitopo “FLAG” octapeptidico:
DYKDDDDK o cualquiera de los dominios constantes de anticuerpo humano o murino. Preferiblemente, el anclaje es
el dominio constante de un anticuerpo monoclonal de ratén, tal como el dominio constante 1C3 (véase la figura 5a).
Un anclaje preferido adicional es la regién constante de un anticuerpo IgM humano (véase la figura 5b).

La secuencia de anclaje puede ir seguida de una secuencia de nucleétidos de terminacion (parada) de la traduccién
por ejemplo TAA o TAG. Sin embargo, en algunas construcciones se podria prever que no deberian estar presentes
codones de parada para evitar el reconocimiento por factores de liberacién y posterior liberacién de la proteina. En
éstas, se afiade la secuencia de oligonucledtido ssrA antisentido para evitar la adicién de un sitio de proteasa C terminal
en la regién no traducida en 3’ que sigue. La adicién de esparsomicina, otros compuestos similares o una reduccién
en la temperatura también evita la liberacion del ribosoma del ARNm y la proteina sintetizada de novo.

El sistema de expresion

Puede lograrse la transcripcion/replicacion/mutacion para la unidad de expresién mediante el uso de un sistema
de lisado de reticulocitos de conejo (He y Taussig, 1997) o una mezcla de transcripcién-traduccion de S-30 de E.
coli (Mattheakis et al., 1994; Zubay, 1973). Por ejemplo, una unidad de expresién de ADN (detallado anteriormen-
te) con un promotor T7 se trata con ARN polimerasa de T7 segtn las instrucciones del fabricante. La biblioteca de
ARN resultante refleja la diversidad de los genes codificados. Para la replicacién o mutacién pueden suministrarse
ARN polimerasas dependientes de ARN o bien como enzima purificada o bien alternativamente codificadas como
una unidad de expresién distinta en un pldsmido bajo el control de un promotor tal como T7 o SP6. La enzima pre-
ferida es Qg replicasa aunque puede usarse cualquier enzima con caracteristicas similares. Esta etapa proporciona
el aumento en complejidad de la biblioteca mediante mutacién mediante la Qg replicasa. Para la sintesis de ARNm
en células eucariotas, preferiblemente se ocupan los extremos del ARNm lo que se consigue afiadiendo un exceso
de diguanosina trifosfato; sin embargo, el sistema de reticulocitos de conejo de los proveedores comerciales Pro-
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mega y Novagen tiene componentes en el sistema que hacen innecesaria la adicién de compuestos de ocupacién de
extremos. Puede extraerse la mezcla de transcripcién/traduccion o sistema acoplado de cualquier célula, las mds co-
munmente usadas son germen de trigo, células de mamifero tales como células HeLa, E. coli y reticulocitos de conejo.
Puede extraerse el sistema de transcripcion-traduccion acopladas de células mutadoras de E. coli MUTDS-FIT (Ir-
ving et al., 1996) que llevan un gen DNAQ mutado y por tanto permiten mutaciones al azar adicionales introducidas
en el ADN durante la replicacién como resultado de errores de correccién. Una mezcla de transcripcién/traduccion
preferida es el lisado de reticulocitos de conejo. La adicién de GSSG al sistema acoplado mejora el plegamiento
correcto de las proteinas presentadas y por tanto mejora la unién y seleccion posteriores a los contrarreceptores o
antigenos.

Mutacion mediante Qp replicasa

En el sistema se incluye la Qg replicasa para la replicacién y produccién de altos niveles de ARNm que incorpora
mutaciones al azar (véase la figura 3). Multiples copias de un molde de ARN monocatenario se replican con muta-
ciones, mediante la Qg replicasa, en su complemento monocatenario; sin embargo, ambas cadenas son igualmente
eficaces como molde en condiciones isotérmicas.

Las ensefianzas en la técnica indican que las estructuras secundaria y terciaria complejas y estables presentes en
el ARN de longitud completa de fagos tales como Qg, limitan el acceso de los ribosomas a los sitios de iniciacién
de la proteina. Sin embargo, se ha encontrado que secuencias de ARN mds pequefias son adecuadas para la unién de
replicasas y por tanto pueden usarse en vez de moldes de longitud completa. Las secuencias preferidas son secuencias
de ARN sintéticas pequefias conocidas como pseudonudos (Brown y Gold 1995; 1996) que son compatibles con la
amplificaciéon mediante Qg replicasa. En el contexto de la presente invencion, el uso de pseudonudos puede vencer
los problemas de acceso de los ribosomas a los sitios de iniciacién de la proteina mientras que se mantienen los sitios
de unién necesarios y suficientes para la amplificacién mediante Qg replicasa del ARN y las secuencias fusionadas al
mismo.

Traduccion y presentacion en ribosoma

Se conocen varios métodos de traduccién in vitro que pueden ser o bien eucariotas tales como lisado de reticu-

locitos de conejo y germen de trigo, o bien procariota tales como E. coli. Estos estdn comercialmente disponibles o
pueden generarse mediante métodos publicados bien conocidos. La traduccién de los ARNm mutados produce una
biblioteca de moléculas de proteina, preferiblemente unidas al ribosoma en un complejo de ribosoma ternario que
incluye el ARNm especifico codificante para la proteina sintetizada de novo (Mattheakis et al., 1994). Se conocen
varios métodos para evitar la disociacién del ARNm de la proteina y el ribosoma. Por ejemplo, pueden anadirse espar-
somicina o compuestos similares; la esparsomicina inhibe la peptidil transferasa en todos los organismos estudiados y
puede actuar mediante la formacién de un complejo inerte con el ribosoma (Ghee et al., 1996). El mantenimiento de
altas concentraciones de sales de magnesio y la disminucién de los niveles de GTP también puede contribuir al man-
tenimiento del complejo ribosoma/ARNm/proteina; en conjunto con la estructura de la unidad de expresion detallada
anteriormente. Un medio preferido para mantener el complejo de ribosoma ternario es la omisién del codén de parada
de la traduccion en el extremo de la secuencia codificante.

Ademéds, existen requisitos preferidos para el plegamiento correcto de las moléculas en los dos sistemas. Para
procariotas, puede usarse disulfuro isomerasa de proteinas (PDI) y chaperonas asi como un dominio de anclaje C
terminal para garantizar el plegamiento correcto. El tltimo se requiere a medida que proteinas procariotas se liberan
de los ribosomas antes del plegamiento (Ryabova ef al., 1997) y por tanto en situaciones en las que se ancla el péptido
al ribosoma toda la proteina necesita separarse del ribosoma. A diferencia de esto, en los sistemas eucariotas la proteina
se pliega a medida que se sintetiza y no requiere que se afiada el PDI y las chaperonas de procariotas; sin embargo, se
ha encontrado que la adicién de un intervalo especifico de concentraciones de GSSG es beneficioso para la seleccion de
la biblioteca mediante la presentacion mejorada de las proteinas plegadas correctamente en los complejos de ribosoma
ternarios.

Seleccion y union competitiva

Rondas sucesivas de replicaciéon de ARN producen bibliotecas de moléculas de ARN cuya traduccién producen
bibliotecas de proteinas. Puede afiadirse una matriz unida a la molécula diana (por ejemplo Dynabeads recubiertas
de antigeno) a la reaccién para capturar complejos de ribosoma ternarios. Los miembros individuales en la biblio-
teca compiten por el antigeno inmovilizado en la matriz (Dynabeads). Las moléculas con una mayor afinidad des-
plazaran las moléculas con menor afinidad. A la finalizacién del procedimiento, pueden recuperarse los complejos
[ARNm/ribosomas/proteina] unidos a la matriz (Dynabeads), puede sintetizarse ADNc a partir de ARNm en el com-
plejo y clonarse en un vector adecuado para la expresion de alto nivel de la secuencia génica codificada.

Puede aplicarse un sistema de flujo de reciclado (Spirin et al., 1988) a este sistema de evolucion in vitro continua
(CIVE) usando una cdmara con termostato para garantizar el suministro de sustratos (incluyendo ribosomas) y reacti-
vos y la eliminacién de productos no esenciales. Todos los procedimientos de CIVE pueden tener lugar dentro de esta
cdmara incluyendo: transcripcién y traduccidn acopladas, replicacién mutante, presentacion de la proteina sintetizada
de novo en la superficie del complejos de ribosoma ternario y unidén competitiva de las proteinas presentadas en el
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complejo de ribosoma ternario al antigeno para seleccionarlos con la mayor unién de afinidad (figura 4). Se eliminan
mediante lavado los reactivos, los productos y las proteinas presentadas no unidos con tampdn de lavado y se disocian
los complejos de ribosoma ternarios unidos aumentando la temperatura y omitiendo el magnesio del tampén. Esto va
seguido de la adicién de todos los reactivos necesarios para llevar a cabo todas las etapas anteriores excepto las etapas
con tampdn de lavado. Estdn disponibles métodos para evitar la disociacion del ARNm de la proteina y el ribosoma
tales como la adicién de esparsomicina o compuestos similares, el mantenimiento de concentraciones especificas de
sales de magnesio y la disminucién de los niveles de GTP también pueden contribuir al mantenimiento del complejo
ribosoma/ARNm/proteina asi como la reduccién de la temperatura de reaccién u la omisién de los codones de pa-
rada de la traduccién. Usando recipientes, cuyas temperaturas se controlan, combinados con una capacidad de flujo
continua, los ARNm de ribosomas seleccionados pueden disociarse de los ribosomas y ademads replicarse, mutarse y
traducirse a medida que se varia la concentracion de reactivos importantes para el mantenimiento del complejo ribo-
soma/ARNm/proteina tales como esparsomicina, Mg, etc. La figura 4 representa el disefio de un dispositivo de este
tipo.

La presente invencion se describird ahora mds detalladamente con referencia a los siguientes ejemplos no limitan-
tes.

Ejemplo 1
0B replicasa recombinante: Expresion y purificacion
Clonacion y expresion

Se amplificé la secuencia codificante de Qg replicasa mediante PCR del plasmido pBRT7Qg, una construccién
basada en pBR322 (descrita de manera resumida en Barrera et al., 1993) que se disefi6 para permitir la preparacién
de ARN infeccioso mediante transcripcion usando ARN polimerasa de T7 in vitro,; siendo una copia de ADNc del
genoma de ARN del fago Qg. En la figura 6 se muestra la secuencia de pBRT7Qg. El nucleétido n.° 1 es el primer
nucledtido de la cadena codificante de Qg replicasa. En la figura 11 se muestran los oligonucleétidos usados como
cebadores para amplificar los sitios codificados de Qg replicasa para la digestién con enzimas de restriccién con las
enzimas EcoRIy Notl y las secuencias.

Se purificaron los productos de PCR usando uno cualquiera de los productos comerciales disponibles para este
fin (por ejemplo Bresatec). Se clon6 el ADN purificado en los sitios EcoRI y Notl del vector pGC (figura 7a) usando
técnicas de biologia molecular convencionales. En la bibliografia se han descrito el vector pGC y la expresion de
proteina recombinante a partir del mismo (Coia et al., 1996). Los expertos en la técnica conoceran el procedimiento
de la amplificacién por PCR y la clonacién del gene de Qp replicasa en vectores y la transformacién en E. coli
para la expresion de la enzima al igual que la expresion del gen de QB replicasa en pGC que se indujo afiadiendo
isopropiltiogalactésido (IPTG) 1 mM al medio de cultivo.

Se realiz6 la expresion y la purificacion del gen de Qg replicasa en el vector basado en pBR322 con el promotor PL
tal como se detalla a continuacién. Se suministré la cepa repl4 Billeter por Christof Biebricher, Max Planck, Gottingen.
Se hizo crecer la cepa de E. coli en un fermentador de 20 1 en caldo nutritivo al 2%, extracto de levadura al 1,5%,
NaCl al 0,5%, glicerol al 0,4%, ampicilina 100 mg/l con buena aireacién a 30°C hasta una densidad 6ptica de 2 (660
nM). Tras elevar la temperatura a 37°C, se continud la aireacién durante 5 h. Se enfriaron las células en hielo y se
recogieron mediante centrifugacién (proporcionando aproximadamente 180 g de masa celular himeda).

Purificacion de Qf replicasa
Tampén A:  tampén Tris. HC1 0,05 M (pH 7,8), mercaptoetanol 1 mM, glicerol al 20% v/v, ampicilina 100 mg/1.
Tampén B:  tampén HEPES.Na 0,05 M (pH 7,0), mercaptoetanol 1 mM, glicerol al 20% v/v.

Se homogeneizaron 50 g de E. coli recogida con 100 ml de tamp6n Tris.HCI 0,05 M (pH 8,7), mercaptoetanol
1 mM, en una mezcladora de alta velocidad. Se afiadieron lisozima y EDTA hasta concentraciones finales de 100
pg/ml y 0,5 mM, respectivamente, y se agité suavemente la disolucién a 0°C durante 30 min. Se afiadieron 12 ml de
desoxicolato de Na al 8%, 0,24 ml de fluoruro de fenilsulfonilo (20 mg/ml en 2-propanol), 0,15 ml de bacitracina
(10 mg/ml), 0,15 ml de benzamidina 0,1 M, 3,3 ml de Triton X-100 al 10% y se ajusté la disolucién con MgCl,
hasta una concentracién final de 10 mM. Se redujo la alta viscosidad mezclando a alta velocidad. Se afadié NaCl
s6lido hasta una concentracién final de 0,5 M y se afiadieron 4,8 ml de polietilenimina al 0,3% (pH 8) con agitacién.
Tras agitar durante 20 min. a 0°C se centrifugé la suspensién durante 30 min. a 10.000 rpm (rotor GSA). Tras diluir el
sobrenadante con 5 volimenes de tamp6n Tris-HCI (pH 8,7), mercaptoetanol 1 mM se afiadieron 100 ml de suspensién
de DEAE-celulosa (Whatman DES52, equilibrado con tampdn A) y se agitaron lentamente a 0°C durante 20 min. Tras
40 min. de incubacidn sin agitacidn, se decant6 el sobrenadante del sedimento y se deseché. Se suspendi6 el sedimento
en tampoén A, se vertid en una columna de vidrio de 1 cm de didmetro, se lavé con 400 ml de tampén Tris. HC1 (pH
8,7), mercaptoetanol 1 mM y se eluyé con 250 ml de tampén A + NaCl 180 mM; se recogieron las fracciones.
Se sometieron a ensayo las fracciones para determinar la presencia de Qp replicasa usando el siguiente ensayo de
union.
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Ensayo de ubicacion de enzimas: union de ARN biotinilado a QB replicasa

Este es un ensayo no radiactivo desarrollado para detectar enzimas de replicacién que se basa en ARN marcado
con biotina unido a la enzima que se retiene en membranas cargadas positivamente; mientras que, no se retiene en
la membrana el ARN marcado con biotina libre en las mismas condiciones. Se marcaron ADN y ARN con psora-
leno-biotina (Ambion) segun las instrucciones del fabricante. Entonces se afiadi6 el ARN marcado al eluato de la
columna (fracciones de la muestra) tal como se indica en el ensayo a continuacién para detectar la ubicacién de la QB
replicasa.

Se mezclé lo siguiente en un tubo Eppendortf:

10 wl de fracciones de eluato de la columna

10 pl de Tris HCI 0,5 M (pH 7,4) conteniendo MgCl> 120 mM

10 wl de ATP 2 mM

10 pl de ATP 5 mM

10 ul ~ 100 ng/ml de ARN de sonda marcado con psoraleno-biotina
50 ul de agua

Se incubd la mezcla de reaccién a 37°C durante 1 min.

Se sometieron las mezclas de reaccién a transferencia puntual sobre membrana de nailon, por ejemplo hybond N,
(s6lo se retendra en la membrana el ADN o ARN unido a la enzima Qg replicasa), se lavaron con Tris HC1 50 mM
pH 7.4 conteniendo MgCl, 12 mM, se reticularon con UV sobre la membrana de nailon en el aparato Stratalinker
en el ajuste automatico. Se us6 el kit BrightStar Biodetect para la deteccién del 4cido nucleico biotinilado unido a la
membrana de nailon. La figura 12 muestra el ensayo de las fracciones eluidas de la columna DES2.

Se reunieron las fracciones activas, se diluyeron con un volumen de tampdén A y se aplicaron a una columna de
35 ml de DEAE-Sepharose FF, se equilibraron con respecto a tampén A + NaCl 0,1 M. Se eluy6 la enzima con un
gradiente lineal de NaCl 0,1-0,4 M en tampén A. Se reunieron las fracciones activas, se precipit6 la enzima mediante
la adicién de (NH,),SO, sélido (39 g/100 ml de disolucidn), se recogié mediante centrifugacién y se disolvié en 4 ml
de tampdn B.

Se diluyé la enzima hasta que la conductividad fue menor que la del tampén B + NaCl 0,2 M y se aplicé a una
columna de 100 ml de Fractogel EMD SO3 equilibrada con tampén B, y se eluyé con un gradiente lineal (2 veces
500 ml) de NaCl 0,2-0,8 M en tampén B. Se reunieron los picos activos, eluyendo a aproximadamente NaCl 0,65
mM, se precipitaron con (NH,),SO, sélido (39 g/100 ml de disolucién), se recogieron mediante centrifugacion, y se
disolvieron en 10 ml de tampén A + glicerol al 50%. Se almacend la disolucién a -80°C.

Se realizaron las siguientes etapas a pequefia escala segiin Sumper & Luce (1975). Se aplicaron 4 mg Qg replicasa
a una columna de 1,6 x 14,5 cm de QAE-Sephadex-A-25 equilibrada con tamp6n A (diluida o dializada para eliminar
la sal), y se eluyeron con un gradiente de 2 x 200 ml de NaCl 0,05-0,25 M en tamp6n A. Se reunieron los dos picos
claramente separados de nucleo y holoenzima, se diluyeron 1:1 con tampdén A y se aplicaron a las columnas de QAE-
Sephadex, 2 ml para el niicleo, 6 ml para la holorreplicasa, respectivamente, se lavaron con tampén A + glicerol al 50%,
y se eluyd la replicasa en forma concentrada con tamp6n A + glicerol al 50% + (NH,),SO, 0,2 M. Se almacenaron las
fracciones activas a -80°C. Se tuvo cuidado de evitar la contaminacién del equipo con ARN.

Ejemplo 2
Clonacion de Qp replicasa en el vector de expresion eucariota pCDNA3. 1

Se clond la secuencia codificante de Qg replicasa en el vector de expresion eucariota pCDNA 3.1 (figura 9) para
producir el vector denominado pCDNAQB. Se usé este vector para la expresion de Qg replicasa in situ en el sistema
de transcripcién/traduccién acopladas y replicaciéon/mutacién concomitante del ARN diana. La secuencia de los oli-
gonucledtidos usados como cebadores en la amplificacidon por PCR de Qg replicasa para la clonacién en los sitios de
restriccion EcoRI 'y Notfl en el vector de expresién eucariota pPCDNA3.1 fueron:

n.° 5352 S’TCTGCAGAATTCGCCGCCACCATGTCTAAGACAGCATCTTCG
n.° 5350 S’TTTATAATCTGCGGCCGCTTACGCCTCGTGTAGAGACGC
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Se clond la secuencia codificante para la subunidad b de Qp replicasa en el pCDNA3.1 mediante técnicas de bio-
logia molecular convencionales (Sambrook et al., 1989). Se confirmé la secuencia clonada mediante el andlisis de
secuencia de ADN. La expresioén de la Qg replicasa en el sistema de transcripcidn/traduccion acopladas de reticu-
locitos de conejo fue seguida por la deteccién de lisina biotinilada (TRANSCEND, Promega) incorporada en la QS
replicasa sintetizada de novo en la reaccién de transcripcién/traduccién convencional tal como sugirieron los provee-
dores comerciales de los kits de transcripcion-traduccién acopladas (Promega y Novagen) y el proveedor de Transcend
(Promega). Al finalizar la etapa de incubacién de la reaccion acoplada, se calentaron 20 ul de la reaccién hasta 90°C
con 2 ml de tampé6n de muestra SDS 10X y se sometieron las muestras a electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida
(SDS-PAGE). Esto fue seguido por inmunotransferencia de tipo Western y se detectaron las bandas de Qg replicasa
biotinilada sintetizada de novo con los reactivos de deteccion del kit TRANSCEND. Los resultados de esta expresion
se muestran en las exploraciones del gel de la figura 12 en la que puede observarse que se ha sintetizado la Qg replicasa
mostrandose por la banda biotinilada al tamafio correcto en el gel.

Entonces, se llevaron a cabo las reacciones de transcripcién/traduccién acopladas con el molde de 1C3 (ejemplo 3)
pero que también expresaba la QB replicasa a partir de pcDNA3.1 en la misma reaccion. La Qg replicasa sintetizada in
situ a partir del vector de expresiéon pCDNAQS dio como resultado la sintesis aumentada del scFv de 1C3 en el sistema
acoplado en presencia de cloruro de manganeso 0,5 mM; medido mediante la incorporacién de lisina biotinilada (figura
12b) tal como se describi6 anteriormente. Se ha demostrado anteriormente que la presencia del cloruro de manganeso
relaja la dependencia de la actividad de replicacién de Qg de los factores de transcripcién/traduccién.

Ejemplo 3
Construccion mediante PCR de moldes de ADN para la transcripcion

Se amplificaron secuencias de ADN mediante técnicas convencionales y bien descritas (reaccién en cadena de la
polimerasa [PCR] con cebadores de oligonucleétido especificamente disefiados, extension por solapamiento de corte
y empalme, digestos de enzimas de restriccion, etc.) usando o bien Tagq, Tth, Tfl, Pwo o bien Pfu polimerasa segin
las instrucciones del proveedor usando o bien un secuenciador térmico FT'S-1 (Corbett Research), un aparato PE2400
(PerkinElmer) o bien un aparato Robocylcer gradient 96 (Stratagene). En la figura 11 se facilita una lista de cebadores
de oligonucledtido usados. Se purificaron en gel los productos usando BresaClean (Bresa) o se usaron directamente
en las reacciones de transcripcion y traduccién acopladas.

Se amplificaron secuencias de ADN a partir de los moldes de partida que se habfan clonado o bien en el vector
pGCO38CL (figura 7a) o bien en el vector pGC_CH (figura 7b) que proporcionaron una extensién hasta el extremo
terminal en el sentido de 3’ del constructo. Esta extension fue o bien una regién constante de un anticuerpo monoclonal
de ratén (1C3; secuencia de la figura 5a) o bien un una regién constante de un anticuerpo IgM humano (secuencia de
la figura 5b). Los cebadores directos (sentido) (N5266 para el scFv anti-GlyA; N5517 o N5384, N5344 y N5343 para
el scFv anti-HepB) usados para la amplificacién proporcionaron un sitio de iniciacién de la transcripcién asi como
un sitio de iniciacién de la traduccién y un sitio de unién a ribosoma. Los cebadores inversos (antisentido) (N5267
para la regién constante de ratén; N5385 para la region constante humana) no contenfan codones de parada lo que
permite que el complejo ARNm-ribosoma-proteina permanezca asociado. Tanto los cebadores directos como inversos
proporcionaron sitios de enzimas de restriccion (especificamente Sfil y Notl, respectivamente) que permitieron clonar
fragmentos generados.

Puede usarse cualquiera de varias secuencias promotoras para ARN polimerasa dependiente de ADN para dirigir
la transcripcién; sin embargo, las siguientes secuencias fueron las dos preferidas (éstas incluyen las secuencias de
iniciacién de la traduccidn; véase a continuacion):

a) GCGCGAATACGACTCACTATAGAGGGACAAACCGCCATGGCC
b) GCAGCTAATACGACTCACTATAGGAACAGACCACCATGGCC

Estas secuencias han dirigido la transcripcién de ARN polimerasa dependiente de ADN de T7 para producir trans-
critos de ARN en dos formatos alternativos de sistemas de transcripcién/traduccién acopladas.

Se conocen secuencias que codifican para sitios de unién a ribosoma y se han incluido en el molde en el sentido
de 5’ de una cualquiera de las secuencias de las moléculas de interés para la presentacién en ribosoma que codifican
o bien para el scFv de unién a glicoforina (1C3; figura 5c) o bien para el scFv de unién a antigeno de superficie de
hepatitis B (4C2; figura 5d). Se han incluido las mismas secuencias en el molde en el sentido de 5° de cualquier otra
secuencia de interés para la presentacién en ribosomas (por ejemplo, secuencias de bibliotecas basadas en CTLA-4).

Ejemplo 4

Transcripcion/traduccion acopladas y presentacion en ribosoma en el sistema libre de células de lisado de reticuloci-
tos de conejo

Se llevé a cabo la transcripcion y la traduccién en tubos de 0,5 ml libres de ARNasa siliconizados (Ambion)
usando el sistema de transcripcién/traduccién acopladas TNT T7 (Promega) conteniendo acetato de magnesio 0,5 mM,
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metionina 0,02 mM y glutatién oxidado (GSSG) 3 mM (véase el ejemplo 6, a continuacién) y se incubd la mezcla a
60°C durante 90 min. En algunas reacciones también se afiadié glutatién reducido hasta 10 mM. En reacciones que
contenian Qg polimerasa, la mezcla también contenia cloruro de manganeso hasta una concentracién final de 0,5 mM.
Tras la transcripcion y la traduccion, se diluy6 la mezcla con PBS y se traté con ADNsa I para eliminar cualquier
molde de ADN de partida restante. Esto se logré con la adicién de Tris 40 mM (pH 7,5), MgCl, 6 mM, NaCl 10 mM
y ADNsa I (Promega), seguido de incubacién a 30°C durante 20 min. adicionales.

Ejemplo 5
Seleccion de proteinas presentadas en complejo ternario de ribosoma frente a antigenos usando Dynabeads

Se acoplaron perlas magnéticas tosilactivadas (Dynal) a glicoforina A (GlyA; Sigma), antigeno de superficie de
hepatitis B (HepB SA; BiosPacific, Emeryville, CA EE.UU.) o albimina de suero bovino (BSA; Sigma) segtn las
instrucciones del fabricante. Cuando se usaron perlas magnéticas de estreptavidina, éstas se acoplaron (segin las
instrucciones del fabricante) a antigenos (tal como se mostré anteriormente) que se habian biotinilado usando EZ-
Link Sulfo-NHS-LC-Biotin (Pierce) segun las instrucciones del fabricante.

Con el fin de seleccionar especificamente complejos de ARNm-ribosoma-proteina de unién, se afiadieron 2-3 ul
de perlas magnéticas (tosilactivadas o recubiertas con estreptavidina) acopladas a antigeno a una mezcla de traduccién
final y se colocaron en un agitador de placas (Raytek Instruments) a temperatura ambiente durante 90 min. con agita-
cion suave para evitar la sedimentacion de las perlas. Se recuperaron las perlas usando un concentrador de particulas
magnéticas (Dynal) y éstas se lavaron tres veces con solucién salina tamponada con fosfato fria (PBS) pH 7.4 que
contenia Tween al 1% y acetato de magnesio 5 mM. Entonces se lavaron las perlas una vez con agua estéril fria y
finalmente se resuspendieron en 10 ul de agua estéril.

Para la sintesis de ADNc a partir de los complejos seleccionados, se usaron 2 ul de la suspensién de perlas final en
una reaccioén de RT-PCR usando o bien el sistema de RT-PCR Access (Promega) o bien el sistema de RT-PCR Titan
One-tube (Boehringer Mannheim) segun las instrucciones del fabricante. Los cebadores usados para esta reaccién
incluyeron el cebador directo (sentido) original (usado para generar los cebadores de ADN molde de partida; N5266
para el scFv anti-GlyA; N5517 o N5384, N5344 y N5343 para el scFv anti-HepB) y un cebador negativo (antisentido)
que se encontraba en el sentido de 5° del cebador original (N5268 y N5269 para constructos de regién constante de
ratén; N5386 y N5387 para constructos de regidon constante humana). En algunos casos, se usaron cebadores mads
cortos (N5941 y N5942 para el constructo de scFv de anti-GlyA-region ligera constante) para recuperar los moldes de
ARN inmunoseleccionados.

Para ciclos de seleccion adicionales, este ADN se purificd en gel (en algunos casos, simplemente se diluyd) y
se incorpor6 en una PCR adicional usando los cebadores directos e inversos que habian estado presentes en la PCR
original para generar el molde de ADN de partida. Este nuevo molde podria usarse entonces en selecciones adicionales
tal como se describié anteriormente, dado que contenia los sitios de iniciacién apropiados y es de la misma longitud
que el molde en la primera seleccidon.

Con el fin de demostrar que el método descrito anteriormente puede usarse para seleccionar moléculas especificas,
se amplific6 un Fv de cadena simple (scFv) fusionado a una regién de cadena ligera constante de ratén que especifica-
mente se une a GlyA usando cebadores que permitirian la adicién de un sitio de iniciacién de la transcripcién de T7 y
un sitio de unién a ribosoma. Se usé este molde (T7-scFv) en una reaccién de transcripcién/traduccion acopladas tal
como se describié anteriormente y entonces se dividié en tres y se mezcld con perlas magnéticas acopladas o bien a
HepB SA, GlyA o bien a BSA. Se lavaron las perlas (tal como se describidé anteriormente) y se usaron complejos de
ARNm-ribosoma-proteina recuperados para sintetizar ADNc. Los resultados de este experimento mostraron la presen-
cia de un producto del tamafio correcto en cada carril. La unién no especifica observada en los carriles de HepB SA y
BSA probablemente se debe a la agregacion de productos sintetizados durante la traduccién. Otros han observado que
s6lo una proporcién de productos sintetizados usando el lisado de reticulocitos estdn en una forma activa y plegada de
manera apropiada. Este problema se trat6 en el ejemplo 6 a continuacion.

Se purificé en gel el producto especifico de GlyA de este experimento y se reamplificé mediante PCR con el
fin de sintetizar mds moldes para una ronda de seleccién adicional. Una segunda ronda de inmunoseleccién mostré
predominantemente un producto especifico en la muestra estudiada con sonda con perlas magnéticas acopladas a GlyA.
Esto demostré que mediante la segunda ronda de seleccion, los productos recuperados eran especificos para GlyA.

Ejemplo 6
Efecto de la adicion de glutation oxidado y/o reducido

En un intento de inducir una mayor proporcién de productos correctamente plegados durante la transcripcion y
traduccion in vitro, se afiadieron diversas concentraciones de glutatién o bien oxidado o bien reducido a la mezcla
de reaccion. El molde usado para estas reacciones fue T7-scFv anti-GlyA (tal como se describi6 anteriormente) y
se realizaron selecciones usando perlas magnéticas acopladas a GlyA. Este experimento mostré que la cantidad de
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producto recuperado aumentaba con el aumento de las concentraciones de glutation oxidado hasta 5 mM. Un aumento
adicional hasta 10 mM tuvo un efecto perjudicial sobre el rendimiento del producto recuperado. En la mayoria de
transcripciones y traducciones se incluy6 una concentracion de glutatiéon oxidado de aproximadamente de 2 mM.

Resultados posteriores revelaron que una adicién adicional de glutatién reducido 5 mM y 10 mM a la reaccién
que ya contenia glutatién oxidado 2 mM demostré que la adicion de glutation S mM parecié permitir un mejor plega-
miento del scFv anti-GlyA presentado conduciendo a un aumento de la cantidad de producto recuperado a partir de la
inmunoseleccién de GlyA con respecto a las inmunoselecciones control. La disminucién adicional de la concentracién
de glutatién reducido hasta 0,5 mM mostré efectos similares.

Ejemplo 7
Presentacion de biblioteca de dominio v (CTLA-4) con mutacion en ribosomas

Con el fin de mostrar que puede usarse la presentacion en ribosoma para seleccionar elementos de unién de una
biblioteca de polipéptidos, se ligd una biblioteca de mutantes de CTLA-4 en el pldsmido pGC_CH (figura 7b) lo que
permitié la adicién de un dominio pesado constante y entonces se amplific6 esta biblioteca mediante PCR usando
los cebadores N5659 y N5385 (figura 11). Se usé el cebador N5659 para anadir las secuencias de iniciacién de la
transcripcion y la traduccién en el sentido de 5° necesarias. Entonces, se us6 este ADN de PCR como molde para la
transcripcion y la traduccién en un sistema de traduccion libre de células acoplado usando los métodos descritos en
el ejemplo 4. Para demostrar la unién de los complejos de ribosomas - CTLA mutante, se realizé la inmunoseleccién
usando Dynabeads recubiertas con antigeno de superficie de hepatitis B (HBSA), glicoforina A (GlyA) y albimina
de suero bovino (BSA). Entonces se recuperd el ARN unido a los complejos unidos mediante RT-PCR. Los métodos
usados para la inmunoseleccion, seleccion y recuperacién fueron tal como se describié anteriormente (ejemplo 5).

Se recuperaron los productos correspondientes aproximadamente al tamafio de los mutantes basados en CTLA4 y
mostraron que la biblioteca de CTLA4 contenia proteinas que codificaban para ADN que se unen especificamente a
HBSA, GlyA y BSA. Se clonaron estos productos en el vector pGC_CH (figura 7b) para secuenciar el ADN y expresar
los productos solubles. La secuenciacién usando métodos convencionales (BigDye Terminator Cycle Sequencing; PE
Applied Biosystems CA) mostr6 que estaban presentes insertos especificos basados en CTLA4. Ademas, los andlisis
de expresién usando ELISA mostraron que se estaban expresando proteinas especificamente reactivas por los cultivos
recombinantes. En estos ensayos, los recombinantes que se habfan aislado mediante inmunoseleccién usando Dyna-
beads recubiertas con Gly-A y seleccionado mediante ELISA usando placas recubiertas con GlyA, dieron sefiales mds
fuertes que los recombinantes sometidos a prueba de manera similar que se habian aislado mediante inmunoseleccién
usando Dynabeads recubiertas con BSA.

Ejemplo 8
Efecto de la inclusion de Qf replicasa en la transcripcion y traduccion acopladas

En un intento tanto de aumentar el rendimiento de los productos, como de aumentar la tasa de mutagénesis en
los productos durante la traduccién in vitro, se afiadié Qg replicasa (en cualquiera de las dos formas) a la mezcla de
reaccion. Se incluyd la replicasa o bien como una proteina de Qg replicasa purificada o bien como un molde génico
bajo el control de un promotor transcripcional T7 (pCDNAQgS) que podria sintetizarse simultineamente durante la
reaccion de transcripcién/traduccion acopladas. El molde usado para esta reaccién fue de nuevo el T7-scFv anti-GlyA
(tal como se describi6 anteriormente) y se realizaron selecciones usando perlas magnéticas acopladas a GlyA. Estos
experimentos mostraron que la cantidad de producto reactivo de GlyA recuperado aumentd (con respecto al control
sin Qg replicasa) con la adicién de Qg replicasa purificada y, en un menor grado, con la adicién del molde genémico
que codifica para Qg replicasa (pCDNAQp).

Con el fin de determinar si se han insertado mutaciones en la secuencia de scFv, se aislé en gel y se purificé el
producto principal de cada carril. Se digiri6 el ADN con Sfil y Nofl y se 1igé en un vector pGC digerido de manera
similar y se transformé en E. coli usando protocolos convencionales. Se aislé el ADN de los recombinantes de cada
serie y se sometieron a secuenciacion de ADN seis clones al azar usando métodos convencionales (BigDye Terminator
Cycle Sequencing; PE Applied Biosystems CA). Se secuenciaron aproximadamente 280 bases de cada clon y la figura
14 muestra el nimero y la posicién de las mutaciones en estas secuencias. Este experimento mostr6 la introduccién de
un aumento del nimero de mutaciones tras la transcripcién y la traduccién en presencia de Qg replicasa (en cualquiera
de las formas usadas).

Ejemplo 9

Adicion de secuencias de Qf artificiales

En un intento de aumentar la eficacia de la actividad Q@ replicasa, se afadieron sitios de unién a Q@ especifi-
cos a los extremos tanto en sentido de 5’ como en sentido de 3’ del molde de T7-scFv anti-GlyA mediante PCR.
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Se usé este nuevo molde (amplificado con los cebadores N5904 y N5910 [sentido] y N5909 [antisentido] (figura
11) en una reaccién de transcripcion/traduccion acopladas que inclufa Qg replicasa como o bien una proteina de QS
replicasa purificada o bien como un molde génico bajo el control de un promotor transcripcional T7 que podia sinte-
tizarse simultdneamente durante la reaccion de transcripcién/traduccién acopladas. Se realizaron selecciones usando
perlas magnéticas acopladas a HepB, GlyA o BSA y se recuperaron los productos tras RT-PCR. La presencia de
secuencias de horquilla de Qg artificiales (i) no tuvo un efecto adverso sobre la transcripcidn, traduccién y selec-
cién acopladas y (ii) en la mayoria de casos aumento la cantidad de productos recuperados mediante RT-PCR tras la
seleccion.

Ejemplo 10

Replicacion de transcritos de scFv anti-glicoforina mediante Qf replicasa en el sistema de reticulocitos de conejo de
transcripcion/traduccion acopladas

Se construyeron los moldes de scFv de T7-1C3 y T7-4C2 para su presentacion en ribosoma tal como se describié
en el ejemplo 3 y se sometieron a transcripcién/traduccién acopladas, en las siguientes condiciones. Se modificaron
las reacciones de transcripcidn/traduccion acopladas convencionales mediante la adicién de Qg replicasa (purificada
tal como se detall6 en el ejemplo 1). En una reaccién de 20 ul convencional, se afladié 1 ml de enzima 20 ug/ml.
Previamente, se ha comparado el efecto de la concentracion de Qg replicasa sobre la replicacién de scFv anti-GlyA
1C3 y scFv de anti-Hepb 4C2 en el sistema acoplado y se ha observado que 1 ml de esta muestra proporcionaba
la replicacién 6ptima. Se afiadié cloruro de manganeso hasta una concentracion final de 0,5 mM puesto que se ha
demostrado en informes publicados que disminuye el requisito de factores de transcripcion/traduccion. Se dejaron
continuar las reacciones durante 2 h a 37°C. Se analizaron los transcritos replicados mediante RT-PCR tras eliminar
el molde de ADN mediante digestiéon con ADNasa I en Tris-HCI 40 mM pH 7,5, MgCl, 6 mM, NaCl 10 mM a 30°C
durante 20 min. Se usé extraccién con fenol convencional para eliminar la ADNasa I y otras protefnas. Se precipitaron
con etanol las muestras y se disolvié el precipitado de ARN en agua libre de ARNasa. Se someti6 a ensayo el ARN
mediante RT-PCR usando cebadores especificos para cada molde, véase el ejemplo 3, y se compararon los productos
de PCR (ADN) mediante electroforesis en gel de agarosa. Se visualizaron las bandas de ADN mediante tincién con
bromuro de etidio. Se someti6 el gel de agarosa a densitometria explorando la imagen digitalizada con el software
comercial Gel-Pro Analyzer. La figura 13 muestra los perfiles densitométricos del gel de agarosa a partir de los que
puede observarse que en la muestra que contenia la Qg replicasa purificada existe un aumento en la cantidad de molde
producido.

Ejemplo 11

Replicacion y mutacion de scFv anti-glicoforina y scFv anti-hepatitis B mediante Qp replicasa a partir de transcritos
de polimerasa de T7; QB replicasa muta transcritos durante la replicacion de ARN dependiente de ARN

Se complementaron las reacciones de transcripcion/traduccién acopladas tal como se detalld en ejemplos ante-
riores con enzima purificada Qg replicasa para replicar y mutar el ARN de scFv anti-GlyA 1C3 transcrito por ARN
polimerasa dependiente de ADN de T7.

Tras la incubacién para la transcripcién/replicacién/mutacién/traduccion, se tratd la muestra con ADNasa Iy se
elimind esta enzima tal como se detall6 en el ejemplo 10. Entonces se usé el ARN purificado como el molde para las
reacciones de RT-PCR con cebadores especificos para scFv anti-GlyA 1C3 en la reaccién tal como se detall6 en el
ejemplo 3. Las polimerasas termoestables usadas en estas reacciones fueron una de las enzimas vent, pfu polimerasa de
alta fidelidad usadas segun las instrucciones del fabricante. Se purificaron los productos de reaccién de PCR con uno
de los kits comercialmente disponibles tal como se observé anteriormente y se ligd el ADN purificado en el plasmido
pCRscript comercialmente disponible y se transformé en células XL.1Blue de E. coli competentes usando técnicas de
biologia molecular convencionales. Se colocaron en placas las reacciones de transformacion sobre placas con agar
YT que contenfan X-gal. Tras incubacién durante la noche, se recogieron colonias blancas (E. coli con plasmidos
que contenian insertos de ADN en el sitio de clonacién multiple) y se cultivaron durante la noche a 37°C en 5 ml
de caldo YT que contenia ampicilina 100 ug/ml. Se extrajo el ADN de cada uno de los cultivos con el kit comercial
(Quiagen) segun las instrucciones del fabricante. Se analiz6 el ADN purificado mediante secuenciacion de ADN: los
resultados de la secuenciacién se muestran en la figura 16. Esta tabla muestra mutaciones en una muestra al azar de
secuencias que representa un muestreo minimo de las mutaciones y la variacién de secuencias en las reacciones de
replicacién/mutacién por QS replicasa completas.

Ejemplo 12
Estructura secundaria predicha de ARN molde

Se han notificado las estructuras secundarias putativas y secuencias de ARN preferidas por la Qg replicasa para sus
moldes de ARN (Zamora et al., 1995). Para determinar si éstas o estructuras preferenciales relacionadas existen en los
moldes para la evolucidn in vitro continua, se analizaron las secuencias no traducidas en el sentido de 5’; secuencias
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promotoras T7, las secuencias que codificaban para el gen de 1C3, el gen de la regién de anclaje ligera constante,
el gen de scFv anti-Hepb 4C2 y el gen de la region de anclaje pesada constante humana de IgM con el programa
Mfold (Zucker et al., 1991) y se compararon con las estructuras preferidas por Qg replicasa (tal como se muestra en la
figura 8). A partir de esta comparacion puede observarse que se ha identificado que el scFv 1C3 tiene una estructura
secundaria de ARN interna que imita la estructura del sitio M de la Qg replicasa, tal como lo hace la regién de anclaje
CL y muestra una similitud con la secuencia sintética preferida notificada por Zamora et al., 1995. Esto puede explicar
la replicacion preferida del molde de CL de scFv anti-GlyA 1C3 con respecto a la de scFvCH3 anti-Hepb 4C2 por la
QB replicasa (véase el ejemplo 3). Por tanto, se propone el gen de la regiéon CL como regién de anclaje para moléculas
presentadas para su presentacion a la transcripcion/traduccion acopladas y cualquier mutagénesis puesto que el ARN
que codifica para esta regién promueve y aumenta la replicacién y mutacién asociada por Qp replicasa de esta region
y sus fusiones genéticas.

Ejemplo 13
Protocolo de expresion para pLysN-NS5B (83 kDa, pI ~ 9,05)

pLysN-NS5B es un vector de expresion bacteriano (citoplasmatico) con un promotor T7. NS5B es la ARN polime-
rasa dependiente de ARN de HepC no estructural. NS5B estd fusionada a un resto de LysN en su extremo N terminal
que estan separados por un conector de Gly-Ser-Gly-Ser-Gly, 10 residuos de His y seguidos por un conector de Asp-
Asp-Asp-Asp-Lys (GSGSGH10D4K).

Se transformé este plasmido en la cepa de E. coli HMS174 (DE3)pLysS y se hizo crecer en placas con agar
1YT/amp)gq y/m/cloranfenicolsy ,,.m a 37°C. Se selecciond una sola colonia y se cultivé en un caldo durante la noche
(1YT/ampop yg/mi/cloranfenicolsy ,qmi) @ 37°C. Para la expresion, se subcultivé el cultivo iniciador durante la noche
mediante dilucién hasta una A600 = 0,1 en 1YT/ampgg g/m/cloranfenicolsy ,o/m a 37°C en matraces agitadores de 2
I a 120 rpm. Se hizo crecer el cultivo hasta que la A600 alcanzé 0,8-1,0 y entonces se indujo con IPTG 1 mM, se
complement6 con amp 100 ug/ml y se dejo que procediera la expresion a 37°C durante 4-5 horas.

Se recogi6 el cultivo y se centrifugd a 5000 g en un rotor enfriado previamente a 4°C. Se midi6 el peso himedo
del cultivo recogido y se congel6 el sedimento celular a -80°C. Se produjeron aproximadamente 3-4 gramos (peso
himedo) por litro de cultivo celular.

Protocolo de lisis y purificacion

Se consiguié la extraccion de la RdRp de HepC (NS5B) lisando las células seguido de técnicas de quimica de
proteinas convencionales.

Se afiadieron al sedimento celular congelado 5 ml de tampén C (recién preparado) a 4°C por gramo de sedimento
celular. Se agité la mezcla a 4°C usando una perla magnética hasta que se resuspendié completamente el cultivo.
Entonces se sonicé el cultivo con 11 explosiones cada una de 10 segundos con una pausa de 1 minuto entre cada
explosion mientras se agitaba continuamente con una perla magnética durante todo el proceso de sonicacién. Se
centrifugaron las células sonicadas a 75000 g a 4°C durante 20 minutos y se recuper6 el sobrenadante (lisado).

Se afiadi6 una saturacién al 30% de AmSO, al lisado y entonces se centrifugd a 10000 g durante 15 minutos. Esto
sirvi6 para eliminar algunas proteinas bacterianas. Se desechd el sedimento y se afiadi6 al sobrenadante una saturacién
al 50% de AmSOQ, y se centrifugd y de nuevo a 10000 g durante 15 minutos. Esto sirvié para precipitar la NS5B de
una gran proporcion de proteinas de E. coli. Se desechd el sobrenadante y se resuspendi6 el sedimento en la mitad del
volumen original con tampén C. Se dializé esto en tampdn C a 4°C durante la noche.

Se analiz6 una alicuota de cada etapa en SDS-PAGE para confirmar la purificacion parcial de la banda de RdRp de
HepC de ~90 kDa.

Se cargd el extracto dializado sobre una columna de intercambio catidénico con resina “S” Hyper D equilibrada
previamente con tampdn C. Entonces se lavo la columna con tampén C hasta que se consiguié un punto de referencia
estable. Se realizé la elucién con un gradiente escalonado de tampén C con NaCl 1 M. Se encontré que NS5B eluia a
una razén de NaCl al 50% que correspondia a una concentracién de NaCl 600 mM.

Se analizaron las fracciones eluidas en un SDS-PAGE al 10% para confirmar la purificacién. Se purificé la NS5B
mediante este proceso hasta una homogeneidad de mas del 90% con proteinas contaminantes de peso molecular
inferior minoritarias.

Se concentré la NS5B purificada mediante saturacién al 50% con AmSO, y resuspension en un volumen de tamp6n

C (con Tris pH 7,4) suficiente para volver a disolver el sedimento. Entonces se dializ6 esto en el mismo tampdn para
eliminar el AmSO,.
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Esta pureza de la NS5B era tal que no se necesit6 purificaciéon adicional mediante cromatografia de exclusién
molecular en una columna Superose 12 preparativa en tamp6n C (Tris), aunque era opcional.

Tampones (sonicacion/lisis, elucion, dialisis) Tampén C
Na2HPO4 50 mM ***Na-POs pH 6,8 2,32 mi

{o sustituido por Tris pH 6,8 NaH2PO4 2,69 mi}
NaCl 100 mM 0,5844 g
Glicerol al 10% 10 ml
b-Mercaptoetanol 10 mM 70u

NaNs3 al 0,02% 80 pl
Sucrosa 0,25 M 8,56 g
Detergente (B-octil-glucopiranésido) al 0,1% 01¢g
Pefa-Bloc 1 mM 01¢g
Comprimidos de Complete™ (sin EDTA) 2 Comprimidos
H20 hasta 100 ml

La electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (acrilamida al 12,5%) y la tincién con azul de Coomassie de
las proteinas de la proteina purificada mostraron una sola banda a aproximadamente 70 kD.

Se someti6 a ensayo la RdRp de HepC (NS5B) mediante numerosos protocolos. El método mds simple se basa
en el kit de transcripcién a gran escala de Novagen (TB069). Se han usado con éxito formas modificadas de este
protocolo. Se describe brevemente este método tal como sigue.

Se usa un molde de ADN bicatenario que se digiere en el sentido de 5’ de un promotor T7/T3/SP6 en presencia de
una ARN polimerasa dependiente de ADN de T7 para preparar el molde de ARN. Entonces la RdRp de HepC (NS5B)
en el mismo céctel amplifica el ARN producido por la polimerasa de T7.

Molde de ADN (0,5 pg/ml) 1 u (0,5 ng)
ATP (20 mM) 10 pl
CTP (20 mM) 10 pl
GTP (20 mM) 10 pl
UTP (20 mM) 10 wl
Tampon de transcripcion 5X

(HEPES 400 mM pH 7,5, MgCl, 60 mM, NaCl 50 mM) 20 pl
DTT1M(1M) 1ul
Polimerasa de T7 (100 U/ml) 1l
RdRp de HepC (NS5B) X pl
Agua libre de nucleasa y ul

Este método ha utilizado el molde de ADN control en el kit asi como el ADN de plasmido cortado en el sentido
de 5’ del promotor T7 con éxito. La cantidad de ADN usada ha sido de tan sélo 0,1 ng con éxito. La cantidad de
polimerasa de T7 usada ha sido de tan sélo 0,1 pl.
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De manera interesante, se ha demostrado en estos experimentos que la RdRp de HepC (NS5B) tiene la capacidad
de cebar ADNbc en ausencia de cebadores de oligonucledtido y amplificar el ARN.

Ejemplo 14

Clonacion de la secuencia codificante de ARN polimerasa dependiente de ARN de hepatitis C en el vector de expresion
eucariota pCDNA3.1

Se clond la secuencia codificante de ARN polimerasa dependiente de ARN de hepatitis C de la figura 10 en el
vector pPCDNA3.1 (figura 9) para su expresion in sifu en el sistema de transcripcién/traduccién acopladas y replica-
cién/mutacién concomitante del ARN diana. La secuencia de oligonucleétidos usados como cebadores en la amplifi-

cacién por PCR de la ARN polimerasa dependiente de ARN de hepatitis C para su clonacién en los sitios de restriccién
EcoRI y Notl en el vector de expresion eucariota pPCDNA3.1:

5" GTGGTGGAATTCGCCGCCACCTCTATGTCGTACTCTTGGACC

5" GCACGGGCTTGGGCGATAATCCGCCGGCGAGCTCAGATC

Se cloné la ARN polimerasa dependiente de ARN de hepatitis C en el vector pPCDNA3.1 (denominado pCD-
NAHEPC) con una estrategia similar a la descrita en el ejemplo 2 pero usando los oligonucleétidos anteriores en la
amplificacion por PCR de la ARN polimerasa dependiente de ARN de hepatitis C a partir del vector mostrado en la
figura 17. Los métodos usados para demostrar que la ARN polimerasa dependiente de ARN de hepatitis C se estaba
sintetizando in situ eran exactamente tal como se describieron en el ejemplo 2. Los resultados de la reaccién acoplada
con el molde de la ARN polimerasa dependiente de ARN de hepatitis C en pPCDNAHEPC se muestran en la figura
18. Los resultados mostrados en esta figura demuestran que la ARN polimerasa dependiente de ARN de hepatitis C
produce mayores cantidades de transcrito (barrido b) que la polimerasa de T7 sola. En el presente documento, la banda
tiene una mayor intensidad y es mds ancha que la banda sin ARN polimerasa dependiente de ARN de hepatitis C, lo
que indica el efecto sobre el ARN.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para la mutacién de una proteina de interés, sintesis de un mutante de la proteina de interés y
seleccién de un mutante de la proteina de interés que se une a una molécula diana que comprende:

a) incubar una molécula de ARN replicable que codifica para la proteina de interés con precursores de ribonu-
cledsido trifosfato de ARN y una ARN polimerasa dirigida por ARN, en el que la ARN polimerasa dirigida por ARN
replica la molécula de ARN pero introduce mutaciones generando de ese modo una poblacién de moléculas de ARN
mutante;

b) incubar las moléculas de ARN mutante de la etapa (a) con un sistema de traduccién en condiciones que dan
como resultado una sintesis de una poblacion de proteinas mutantes de manera que tras la traduccion, las proteinas
mutantes se asocian con sus moléculas de ARN codificante formando de ese modo una poblacién de complejos de
ARN/protefna mutante;

¢) seleccionar uno o mas complejo(s) de ARN/proteina mutante exponiendo la poblacién de complejos de ARN/
proteina mutante de la etapa (b) a la molécula diana.

2. Un método segun la reivindicacién 1, en el que las etapas (a) a (c) se repiten una o mas veces, en el que la
molécula de ARN replicable usada en la etapa (a) es el ARN obtenido del/de los complejo(s) seleccionado(s) en la
etapa (c).

3. Un método segtin la reivindicacién 2, en el que las etapas (a) a (c) se repiten mas de una vez, en el que la
molécula de ARN replicable usada en la etapa (a) es el ARN obtenido del/de los complejo(s) seleccionado(s) en la
etapa (c).

4. Un método segun la reivindicacién 2 o la reivindicacién 3, en el que las etapas (a) a (c) se llevan a cabo
simultdneamente en un recipiente o bien de una sola cdmara o bien de miiltiples cimaras, en el que el recipiente de
multiples cdmaras permite la transferencia de fluidos entre cdmaras.

5. Un método segin cualquier reivindicacién anterior, que comprende ademads la etapa de recuperar el/los com-
plejo(s) de ARN/proteina mutante de la etapa (c) unido(s) a la molécula diana.

6. Un método segiin cualquier reivindicacién anterior, que comprende ademads la etapa de liberar las moléculas de
ARN del/de los complejo(s) de la etapa (c).

7. Un método segiin cualquier reivindicacion anterior, en el que el ARN replicable es ARNm.

8. Un método segtn la reivindicacién 7, en el que la molécula de ARNm replicable se deriva de un molde selec-
cionado del grupo que consiste en ARN RQ135, ARN MDV-1, ARN microvariante, ARN nanovariantes, CT-ARN y
ARN RQ120.

9. Un método segtn la reivindicacién 7, en el que la molécula de ARNm replicable se deriva de un vector que
comprende un molde seleccionado de ARN MDV-1 y ARN RQ135.

10. Un método segiin cualquier reivindicacion anterior, que comprende ademads la etapa de transcribir un molde de
ADN para producir el ARN replicable.

11. Un método segtin la reivindicacién 10, en el que el molde de ADN es una molécula de ADN lineal.
12. Un método segtin la reivindicacién 10 o la reivindicacién 11, en el que el molde de ADN comprende:

(i) una region no traducida que comprende un elemento de control que promueve la transcripcién del ADN en
ARN y un sitio de unién a ribosoma;

(i1) un marco de lectura abierto que codifica para la proteina que se une a la molécula diana; y
(iii) una estructura de horquilla situada en el sentido de 5’ del marco de lectura abierto.
13. Un método segtn la reivindicacién 12, en el que la estructura de horquilla es una secuencia de unién a replicasa.

14. Un método segun la reivindicacion 13, en el que la secuencia de unién a replicasa tiene una longitud de entre
15 y 50 nucledtidos.

15. Un método segtin la reivindicacién 13, en el que la secuencia de unién a replicasa tiene una longitud de entre
20 y 40 nucleétidos.
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16. Un método seguin una cualquiera de las reivindicaciones 13 a 15, en el que la Qg replicasa reconoce la secuencia
de unién a replicasa.

17. Un método segin una cualquiera de las reivindicaciones 13 a 16, en el que la secuencia de unién a replicasa
comprende la secuencia: GGGACACGAAAGCCCCAGGAACCUUUCG.

18. Un método seguin una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 16, en el que una segunda estructura de horquilla
se incluye en el sentido de 3’ del marco de lectura abierto.

19. Un método seglin una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 18, en el que el sitio de unién a ribosoma se
deriva del virus MS2.

20. Un método segtin una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 19, en el que una secuencia que codifica para un
polipéptido se fusiona en 3’ y en marco con el marco de lectura abierto.

21. Un método segtn la reivindicacién 20, en el que el polipéptido es una regién constante de inmunoglobulina.

22. Un método segtn la reivindicacién 21, en el que el dominio constante de inmunoglobulina es un dominio ligero
constante del anticuerpo de ratén 1C3.

23. Un método segun cualquier reivindicacién anterior, en el que las proteinas mutantes se asocian con sus molé-
culas de ARN codificantes por medio de complejos de ribosoma.

24. Un método segiin cualquier reivindicacion anterior, en el que el sistema de traduccién es un sistema de traduc-
cio6n libre de células.

25. Un método segun la reivindicacion 24, en el que el sistema de traduccion libre de células comprende un extracto
S-30 de Escherichia coli.

26. Un método segtin la reivindicacién 24, en el que el sistema de traduccién libre de células comprende un lisado
de reticulocitos.

27. Un método segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 23, en el que el sistema de traduccién comprende
células completas.

28. Un método segtin la reivindicacion 27, en el que las proteinas mutantes se asocian con sus moléculas de ARN
codificante mediante asociacién con o ubicacién dentro de la misma célula.

29. Un método segun cualquier reivindicacion anterior, en el que el sistema de traduccién comprende glutatién
oxidado y/o reducido en una concentracion total de entre 0,1 mM y 10 mM.

30. Un método segtin la reivindicacién 29, en el que la concentracién de glutatién estd entre 2 mM y 7 mM.

31. Un método segtn la reivindicacién 29, en el que el sistema de traducciéon comprende glutatién oxidado a una
concentracién de aproximadamente 2 mM y glutation reducido a una concentracién de entre 0,5 mM y 5 mM.

32. Un método segtin cualquier reivindicacion anterior, en el que la ARN polimerasa dirigida por ARN

(i) introduce mutaciones en la molécula de ARN replicado a una frecuencia de al menos una mutacién puntual en
10* bases; o

(ii) introduce al menos una insercién o delecién a una frecuencia de 107,
33. Un método segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 31, en el que la ARN polimerasa dirigida por ARN

(i) introduce mutaciones en la molécula de ARN replicado a una frecuencia de al menos una mutacién puntual en
10° bases; o

(i1) introduce al menos una insercién o delecién a una frecuencia de 1073,

34. Un método segtin cualquier reivindicacién anterior, en el que la ARN polimerasa dirigida por ARN se seleccio-
na del grupo que consiste en Qg replicasa, ARN polimerasa dirigida por ARN de hepatitis C, ARN polimerasa dirigida
por ARN del virus de la estomatitis vesicular, replicasa del virus del mosaico amarillo del nabo y ARN dependiente
de ARN de bacteriéfago phi 6 de ARN.

35. Un método segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 33, en el que la ARN polimerasa dirigida por ARN

es QB replicasa.
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36. Un método segtin cualquier reivindicacion anterior, en el que la molécula diana se selecciona de una molécula
de ADN, una proteina, un receptor, una molécula de superficie celular, un metabolito, un anticuerpo, una hormona,
una bacteria o un virus.

37. Un método segtin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la molécula diana se une a una
matriz.

38. Un método segtin la reivindicacién 37, en el que la matriz comprende perlas magnéticas.
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GCYG&TGCTGGA&WQTG?ATC%TCWCCQ&QCAYCCAGTGAGGASTTMGATCT%A
GOTRCCTCAGTCGTRTGCTTOTTGAACAACTTCTACCLCAMAGACATCAATETCARGTGG
AAGATTGATGGCAGTGAACGACAMATGGCGTCLTGAACAGTTOBACTOATCAGGALAG
CARMAGACAGCACCTACAGCATOAGCAGCACCCTCAGGTTGACCAAGGALGAGTATGAAL
GACATAACAGUTATACLTGTGAGGCCACTCACAAGACATCARCTYCACCCATTGTCAAGA
BUTTCAACAGGGGABAGTET

GGAGATCMGM:M}AGGCATCCG%TCT“TCG&C&TCCCCCGAYCCTTTGGCAGCA?CWC
CTCACCAAGTCCACCAAGTTGACCTGCUTGGTCACAGACCTBACCACCTATGACAGCRT
GACCATCTCCTGGACCCGLLCAGRATRRLGAAGCTETGAAACCCACACCAACATITOCS
AGAGCCACCOCAATGCCACTTICAGCGUCRTGRGTGABGOCAGCATOTGRCGAGBATEA
CTRGAATTCOGGGGAGAGBTTCACGTOCACCHTGACCCACACAGACCTGLCLTCGCOAC

TCGAAGCAGADCATCTCOUGRCCUAAGRGE

M‘G@CCGAGGTGM;GGTTC.‘;TTG&GTS?QGKGQYGQﬁﬁ@ﬁ@TﬁWCﬁYﬂGA@GAYCCC
TEAAACTCTCCTGTGCAGCCTCACGGATTCBATTTTAGTAGATACTGRATGAATIGGGTCC
GGLGGGLTCCAGGGAAGBOGCTAGAGTCBATTGRAGAAT TAATCAACAAAGCAGTAC
GATAMACTATTCGLCACCTCYGAAGGATAMATICATCATCTCCAGAGACAACBUCAARAGT
ACGCTGTACCTRUAAATGAACAAAGTRAGATCTGAGGACACAGCCOTTTATTATTGTGCA
AGACTTTCTCTTACTOOBGCAGGGTTTGCTTACTGGGRCOAGERACTUTERTCACCHTY
CGOCTCCERTRAIGGTEGTICAGGAGGAGGAGGETTCOGGTROTGGTEGTTCGGACATC
GICATGTCACAGTCTCCATCCTUCCTEGC TOTGTCAGTAGGAGAGAAGGTCACTATGAG
CTGCAGATCCAGTCAGAGTCTOTTCAACAGTAGAALCCGAAMGAACTACTTGALTTGGTA
CCAGCAGAMACCARGGCAGTCTCOTAAALCGCTGATCTACTGOBLATCCACTAGGBAAT
CTGGGBTCCCTEATCACTTCACAGGCAGTERATCTOGGACAGATTTCACTCTCALCATC
AGCAGTGTGCAGGCTGAAGACCTEBCAGATTATTACTGCAAGCAATCTTATAATCTITCGS
ACGTTCOGTGRASGCALCAAGLTGBAARTCANCG GG

CCATGGQCG&?GTMQCY?%WGT&%GGGWTG&Q%?GQTQA%GGGGGG&TCYC
AGTGARGATTACCTGCAAGGGTTCCGECTACACATTCACTGATTATGCTATGCATTGRAY
GAAGCAGAGTCATGCCAAGAGTCTAGAGTEGATTGGACTTATTAGTAATICCTTTGGTAA
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TACAAMACTACAACCAGAAGTTTGAGGCCAAGGCCACAATGACTRTAGACAAMTCCTCCAR
CACAGGCTATTTGGAACTTCGCAGATTCACATCTCAGRATTCTGCCATCTATTACTGTGE
AAGAGTGATCGACTGOTCCTTOGATSTCTEGOGOCAAGGGACCACGETCACCETLTCCT
CAGGTGGAGBUGOTICAGHLGGAGGTEECTCTGGCOBTEECGGATCEGACATTETGE
TGACCCAATCTCCAGUAATCATETTCGCATCTCCAGGGCAGAAGGTCACCATGACCTGCA
GTGCOAACTCACGTGTCAGGTACGTGCACTGGTACCAACAGAAGTCAGGCACCTCCCCE
ARAAGATGGATTTATGACACATCCARACTGGCTTCTRGAGTCCCTRCTOGCTTCAGTGGE
AGTGRBTCTEGGACCTCTCACTCTCTCACAATCAGCAGCTTGGAGGCTGAABATELTGE
CACTTATTACTGCCAGBUACTOOAGTAGTAACCCTCCCADGTYICOGTRLTGGGACCAAGEY
GOALATAAAACGGOCBGCCEBCAGATTATARAGATGATGATGATAAAGCCOOBGCCCATE
ACCACCATCACCATTAAGAATTCAGCOCGUCTAATG

Figura 5 (continuacion)
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Figura 6

GOGGACCCLCTITAGGGGOTCACCTCACACAGCAGTACTTCACTGAGTATAAGAGGACA
TATGCCTAAARTTACCCCOTGETCTOCGTTTCCOAGCCBATAATCARATTCTTAATGATTTY
CAGGAGCTCTGGYTTCCAGACCTCTITATCGAATCTICCGACALGLATCOCGTGGTACACA
CTGAAGGGTCOTGTGTTEAALGCCOALCTTGATGATCGTCTACCTAATGTAGGCRGTCG
COAGGTAAGRCOCACTCCACATCGCBTCACCGTTCCOATTGCOTCTTCAGGUCTICGTC
COGTAACAACCGTTCAGTATGATCCOGCABCACTATCGTTCTTATTGAALGLTCGTGTTG
ACTCGGATTTCGETAATGRCGATAGTGCGAALCTTGTCATTARTGACTTTCTGTTTCG A
COTTTGCACCTAAGBAGTTTGATTITICGAACTCCTTAGTTCCTCGTTATACTCAGGLCTY
CTCCGCOTTTAATGCCAAGTATGGUACTATGATCGBUGAABGGCTCGAGACTATAAAATA
TCTCGRGCTITTACTGCGCAGACTGOGTGAGSGTTACCGCGLTGTTAAGCGTGBCGATT
TACSTGCTCTTCGTAGGG TTATCCABTCOTACCATAATGGTAAGTGGAAACCEBCTACTG
CICGTAATCTCTGGCTTGAATTTOGTTATGGCCTTATECCTCTCYTTTATGACATCAGAGA
TOTCATOTTAGALTGGCAGARLCGTCATOATAAGATTCAACGCCTCCTTOGRTTTICTGTT
GGTCAUGGCOAGBATTACGTTOTCOAATTCGACAATCTETALCCTRCCATTGCTTACTTT
AAACTGAMGOGGABATTACACTCEAACOCCSTCATCRTCATGGCATATCTTACGCTAAL
COCEAAGGATATOCTGTTTTCOACAACGETICCCTTCGGLCTGTGTCCGATTEBAAGGA
GCTTGCCACTGCATTCATCAATCCGCATGAAGTTGCTTRGBAGTTAACTOCCTACAGCTY
CRTTGTTGATTGRTTCTTGAATETTGOTGACATACTTGOTCAMCAAGBICAGCTATATCAT
AATATCGATATTGTAGACGGCTTYGACAGACGTBACATCOGGCTCARTCTTTCACCATAA
AAGGTGAACCAMTERECEGCOTGTTAACGTTICTGCTAGCCTRTCTGCTGTCGATTITAT
TTTACAGCUGACTCCATACGAGCAATCTTICLCGTTCHOTACACTAGATCTTGATACTACTTY
TAGTTCGTTITAARCACGTTCTIGATAGTATCTTITITATTAACCCAADGLGTARAGLGTTGA
AACTTIGGGTCAATTTGATCATGOCAMATTAGAGACTGTTACTTTAGGTAACATCGOGAA
AGATGGAAACAAACTCTGGTCCTCARTUCGOGTRRGGTARMTCCCACTAACGGLBTTG
CCTICGCTTTCACAAGCGOGBTECAGTTCCTGOBUTEGAGAAGCETGTTACCGTTICGHTA
TCTCAGCCTITCTCGCAATCATAAGAACTACAAGGTCCAGG TTAAGATCCAGAACLCGACC
GUTTGCACTGCAAMUGETTCTTGTOACCCATCCRTTACTOGUCCABGCATATECTBACGTS
ACCTTTTCGTTCACGCAGTATAGTACCGATGAGGARCGAGCTTTTGTTCGTACAGAGCTT
GLIGCTCTGCTCOCTAGTCOTUYGLTGATCOGATGUTATTIGATCAGLTGAACCCABLGTAT
TGAACACTGCTCATTGCCEGTGGTGOLTCAGGGTCAMACCCGATCCGRTTATILLGGA
TCCACCOGATTGATCOCGLCGCOAGGGACAGGTAAGTATACCTGTCCCTTCBLAATTTGETC
CCTAGAGGAGGTTTACGBAGCCTCCTACTAAGAACCOACCATEGCCTATCTATAATROTST
TGAACTCOAGCCTLGUGAATTTGATGTTGCCOTCARMBATCTTTTOGGRUAATACAMAGTG
GCGTGATTGBGATTCTCOGCTTAGTTATACCACGTTCCGUGGTIGLCOTOGLAATRGTT
ATATTGACCTTGATGUGACTTATCTTGCTACTRATCAGGCTATGCOTGATCAGAAGTATGA
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TATTCGCGAGGGCAAGAAACCTAGTGCTTTCGRTARCATTGAGCGATTCATTTATCTTAA
GTCGATAAATGCTTATTGCTCTCTTAGCOATATTGLGGCCTATCACSLCCATOGCGTOAY
AGTTGGCTYTTGOCBCGATCCATCOAGTGO TGO TGCCATACCETTTGACTTCACTAAGTT
TGATAAGACTAARTGTCCTATICAAGCCOTGATAGTCGTTCCTCGTGCTTAGTAACTAAGS
ATGAAATGCATGTCTAAGACAGCATCTTCGOGTAACTCTOTCAGOSCACAATIGCGOLGA
GLCGCOAACACAAGAATTGABGTTCAAGGTAACCTOCGOACTTTCCATTGCCARCBATTTA
CTCTIGGCCTATAGTCAGTCOCCATITAACTCTOAGBCTRAGTGTATTTCATTCAGOCCEG
AGATICGACGGOACCCCGRATGACTTTAGGATAMTTATCTTAAAGCCOAGATCATRTCG
AAGTATGACGACTTCAGCCTAGGTATTGATACCGAAGCTGTTCCCTGGGAGAAGTICCTS
GCAGCAGAGGUTGAATGTGLTTTAACGAACGUTCRTCTCTATAGGCCTGACTACAGTGA
GOATTTCAATTTCTCACTGGGCBAGTCATGTATACACATGGCTCGTAGAAMAATAGCCAA
GUTAATAGRAGATGTTCCGTCCOTTISAGGOTATSTIGCETCACTRCCRATITTCTGGCS
GTGCTACAMUAACGAATAACCOTTCATACGGTCATCCOTCCTTCAAGTTIGCGCTTCCGE
AAGLGTGTACGUCTCAGECTITGAAGTATETTTTAGCTCTCAGAGCYTCTACACATTTCS
ATATCAGAATTTCTGATATTAGCCCTTTTARTARAGUAGTTACTOTACCTAAGAACAGTAA
GACAGATCRTTGTATTGCTATCGAACCTRBTTGGAATATGTTTTICCAACTGBRTATUGE
TOGCATTCTACGCGATCGRTTGOGTTRLYGGEOTATCOATOTGAATEATCABGACGATAAA
TCAGCBLCHBOCOUTCACGAAGBLTCOBTTACTAATAACTTAGCARCGGTTGATCTCTCAGE
GOCAAGUBATTCTATATCTCYTGCLCTCTSTRAGCTCITATTGOCCCCABGCTGGTTIGA
GATTCTTATGGACCTCAGATUACCTAABBOGLGATTGCOCTOACGGTAGTBTTRTTACCTA
COAGAAGATTTCTICTATGGGTAACGETTACACATTCGAGCTOGAGTCGCTTATTITTIGET
TCTCTCRCTCOTTCCB T TG TGAGATACTSGACTTABACTUGTCTGAGRTCACTATTTAC
GOAGACGATATTATTTTACCOTCCTGTGCAGTOCCTACCCTOCGGGAAGTYTY TARGTAT
GITGOTTTTACGACCAATACTAAARAGACTTTTTCCGAGGGOCCE TTCABAGAGTCOTGL
GOCAAGCACTACTATTCTGGCGTAGATETTACTCOCTTTTACATACGTCACCGTATAGYGA
GICCTGCCGATTTAATACTGGTTTTGAATAACCTATATCGRTGBGCCACAATTOALGGLG
TATGGGATCCTAGBGUCCATTCTGTOTACCTCAAGTATUG TAAGTTGCTRCCTARMGAGT
TGCAACGTAATACTATACCTCGATGGTTACGGTOATOGTGCOLTCGTOGBATCBOTCOTAA
TCARTCCTTTOGCGAMMAALCGUGGGTGGATCCGOTACGTACCGBTGATTACGGACCAT
ACAAGGGACCOAGAGUGOGCTOAGTTGOGETCGTATCTCTACGACCTCTTCTCBURTTG
TCICTCGBAARGTAACGATREGTTGCCTCTTAGGGOTCCATLGGBTTRCBATICTGLLE
ATCTATTYGCCATCGATCAGCTTATCTGTAGGAGTAATCCTACGAAGATARGCAGGTCTAC
COGCAMATTCGATATACAGTATATCOLGTGCAGTAGCCBTGTTCYGRCACCCTACGGGE
TCYTCCAGGOCACGAABGTIGOGTCTCTACACBACGOGTAACCTOOGABGOUGCTAATA
TOGCGCCTAATTGTOAATARATTATCACAATTACTCTTACGAGTGAGAGGRGBATCTECY
TTGCCCTICTCTCOTCCOGROGHGATCCACTAGTTCTAGGTACTCBGBCAGLETIGBGTCC
TGGCCACGGOTECACATRATCBTOCTCCIGTCOTTGAGGACCCGGCTAGGLTEEOGEE
GYTGCCTTACTGOTTABCAGAATGAATOACCGATACGCGAGLBAACGTGAABCBACTGE

Figura 6 {continuacién)

31



ES 2351275 T3

TGCTOCAAMMCGTCTGUBACCTGAGCAACAMCATRAATGGTCTICGGTITCCGTGTTTCG
TARAGTUTGGAMOCLOGAAGTCAGUGCLCTGCACCATTIATGTTCOGGATCTOCATOGL
AGGATGCTGCTGGCTACCCTRTCGAALACCTACATCTGTATTAALGAABLGCTGRUATTG
ACCCTGAGTGATETTTCTCTGGYCCCOOCGLATCCATACCGCLAGTTGYTTACCCTCALA
ACGTTCCAGTAACCGOBCATGTTCATCATCAGTAACCCOTATOGTBAGCATCLTCICTCG
TYTCATCGOTATCATTACCCCCATEGAACAGAAATTCCCCCTTACACGOAGGUATCAAGTG
ACCAMEAGGAAMMAACCECCCTTAACATGGCCCGOTTTATCAGAAGCCABACATTAACE
CTTCTGGAGAMOTCAALGAGCTCGALGCGGATGAACAGGCAGACATCTBTRAATCGET
TCACGACCACGCTGATGAGCTTTACOGCAGLTGCCTCGUGLBTTTCOBTGATGACGGTS
AAAACCTCTGACACATGUAGCTCOCGRABACGGTCACAGCTTATCTGTAAGCGGATGLS
GGOAGCAGACAMBCCCETCAGGOCELETCAGCOEETGTTGRLBGGTGTCAOO6CGLA
GCCATGACCTABTCACGTAGCOATAGCGGAGTETATACTGGCTTAACTATGCGGCATCA
GAGCAGATTGTACTGAGAGTOUACCATATG LG BTG TGAMMTACCGCACAGATECGTAAG
GAGAAAATACCGCATCAGGCBCTOTTOCRCTTCLTCRCTCACTGACTCGCTGLGLTCES
TCGTTCGGLTOUGRCEAGCHGTATCABUTCALTCAAMGGCRGTARTACGBTTATCCALA
GAATCAGGGGATAACGUAGGAAAGAACATG TRAGCAARAGBCCAGCARAAGGLOAGEAA
COGTASAAAGRLCGLBTTECTOGUGTTTITTCCATAGGCTCCROLCCCCTRACGAGCATC
ACAAAATCBACGLTCAAGTCAGAGGTOGUBAMOCCRACABGALTATARAGATACCAG
GCGTTTCCCCCTRCAAGLTCCCTORTRCBLTCTCCTRTTOCGALCLTGLCGOTTACCGE
ATACCTGTCCGCOTTTCTCCCTTCOGBAAGOGTRRCGCTTTCTCATAGLTCACGCTOTAG
GTATCTCAGTTCOGTBTAGGTCOTTCEOTLCAAGCTRRBCTETGTGCACBAACCLUCLE
TTCAGCCCRALCOCTOCGCLTTATCLEGTAACTATCGTICTTGAGTCCARCCOGGTAAGAC
ACGACTTATCOCCACTOOCAGCAGUCACTGGTAACAGSATTAGCAGAGCGAGGTATGTA
GOCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGOTGGUCTAACTACGGUTACACTABAAGGACAGY
ATTTGGTATCTGCGOTCTGC TEAAGUCAGTTACCTTCOCAAMMMAGAG TTGETAGLTCTTS
ATCCHGCAMIAARCCACCGUTERTAGCOSTAGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTAC
GOGCAGAAMAAMAGGATCTCAAGARAGATCCTTTGATCTTITCTACOGGGTCTGATGCTCA
GTOGAACGAMACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATOAGATTATCAAAAAGBATCTTCAT
CTAGATCCTTITAMITAAMATGAAGTTTTAAMTCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTT
GGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGBCACCTATCTCAGCGATOYGYCTATTTS
GTTCATCCATAGTTGCUTGACTCCCUGTUSTGTAGATAALTACGATACGGGAGGGLTTAL
CATCTGGRCCCCABTGCIGUAATGATACCOUBAGALCCACGCTCACCHGGCTCLAGATTTA
TCAGCAATAAALCAGCUAGCCGGAAGGGCOBAGUGCAGAAGTGRTCCTGCAACTTTATC
COCCTCCATCCAGTUTATTAATIGTIGCCRGGARGUTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAA
TAGTTIGCGCAALGTTETTOOCATTRCTOLABBLATCG TGO TG TCACGCTORTCRTITG
GTATGGCTTCATTCAGCTCOG R TTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCLATEY
TOTGCAMAAAGLGOTTAGCTCOTTCGGTCCYCOGATCATIGTCAGAABTAAGBTTGGED
GCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGLACTOUATAATICTCTTACTGTCATELOATCOG

Figura 6 {continuacidn)
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TAAGATGCTTTICTOTGACTCOTGAGTACTCAACCAAGTUATTCTGAGAATAGTGTATGL
GOUGACCBAGTTGUTCTTGLCUGOCGTCAACACGGBATAATACCGCGLCATATABCAGA
ACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAMACGTICTTCRGGGUBAAMACTCTCAAGGATCTTAL
CGCTGTTOAGATCCAGTTCRATGTAACCCACTCRYGCACCCAACTRATCTTCAGCATCTT
TTACTITCACCAGCOTTICTOGOTGASCAAAAACAGBAAGGCAAMATGUCGLAARAAAGG
GAATAAGGBCGACACGGAMTETTBAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAARD
CATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGUGGATACATATTTGAATRTATTTAGAARAATAAA
CAAMTAGGBETTLCOCBCACATTITCCLLBGARAAGTGCCACCTBACGTCTAAGAAACCATT
ATTATCATGACATTAACCTATAMAATAGGCOTATCACBAGGCLCTTTCETCTTCAAGAAT
TGGCOAACGTOGCOAGAMMGEAAGECAAGAAAGLGAAAGGAGCHERLAECTABRGLGT
TGGCAAGTGTAGCGGTCACGCTGUBCATAACCACCACACCCGLCGLECTTAATGLGLC
GCTACAGGGCGUGTCOCATTCOCCATICAGGLTACGCAACTETIGGOAAGBGGCGATCG
GTGCGOGLCTCTTCOCTATTACGCCAGCTERCOAGEEGEEATATECTGLAAGGUGAT
TAABTIGGGTAALGCCAGGGTTTTICCCAGTCACGACGTTGYARAACGACGOUCAGTGARA
TYGTAATACGACTCACTATA

Figura 6 (continuacién)
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Figura 7a
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Figura 9
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Figura 10
Secuencia de la NS5B (polimerasa) del VHC [1716 bases]

STCTATCTCGTACTCTTGGACCGGCGCUCTGATAACACCGTGTAGTGCT
GAGGAGGAGAAACTGCCCATCAGCCCACTCAGCAACTCCTTGCTGAGAC
ATCATAACCTAGTCTATTCAACGTCGTCTAGAAGOGCTTCTCAGCGTICAG
AGGAAGGTTACCTTCCACAGACTGCAGOTGCTCGACGACCATTACAAGA
CTGTATTAAAGGAGGTAAAGGAGCGAGCGTCTAGGGTAAAGGCTCGCAT
GCTCACCATCGAGGAAGCCTGCGCHCTCGTCCCTCCTCACTCTGUCCGG
TCCAAATTCGGGTATAGTGCGAAGGACGTTCGCTCCTTGTCTAGCAGGG
CCATTAACCAGATCCOCUTCCGTCTGGGAGCACTTCCTAGAAGACACCAC
AACTCCAATTCCAACCACCATCATGGCGAAGAACGAGGTGTTTIGTETGG
ACCCCGCTAAAGGGGGCCGCAAGCCCGUTCGCCTTATCGTGTACCCTGA
CCTGRGGGTTCOTETCTGCGAGAAACCCOCUCTATATCGACGTGATACAG
AAGTTGGCAATTGAGACGATTGOTTCTGCTTACGGATTCCAATACTCGCC
TCAACAGCGGCTCCAACGTCTGUTCAAGATGTGGACCTCAAAGAAAACC
CCCTTGGOOTTICTCGTATGACACCCGLTGCTTTGACTCAACTGTCACTGA
ACAGGACATCAGGGTGGAAGAGGAGATATACCAATCCTGCAACCTTGAA
CCGCAGGCCAGGAAAGTGATCTCCTCCCTCACGGAGCGUCTITACIGCG
GGGGCCCTATGTTCAACAGCAAGGGGGCTCAGTGTIGGTGACCOTCGTIG
CCGTGCCAGTGGACTYTTGCCTACCAGCTTITGGCAATACAATCACTTGTT
ACATCAAAGCCACAGCGGCTGCGAACGLGCGCAGGCCTCCGGGACCIGGA
CITICYTGTCTGCGGAGATGATCTGGTCGTGETCCCCCAGAGTGACGGC
GTCGATGAGGATCGGGCAGCCCTCAGAGCCTTCACGGAGGUTATGACCA
GOTATTCTGCTCCACCCOGAGATGCTCCACAGCCCACCTACGACCTTGA
GCTCATCACATCTIGCTCCTCCAACGTCTICUGTGGCACGGGACGACAAG
GGGAGGAGGTACTATTACCTCACCCETCATCCCACCACTCCCCTAGUCC
GTGCGGCTTGGGAAACAGCTCOTCACACTCCAGTTAACTCCTGGTTAGG
TAACATCATCATCTACGCGCCTACCATCTGGETGCCCATGGTAATGATGA
CACACTTTTTCTCCATACTCCAATCCCAGGAGATACTTGATCCACCCCTT
GACTTCGAAATGTACGGGGCCACTTACTCGETCACGCCGCTGGATTTAC
CAGCAATCATTCAAAGACTCCATGGTCTAAGCGCGTTCACGCTCCACAGT
TACTCTCCAGTAGAGCTCAATAGGGTCGCGGGGACACTCAGGAAGCTGG
GGTGCCCCCCOCUTACGAGCTTGGABACATCGGGCACGAGCAGGGCGCGC
TAAGCTTATCGCCCAGGGAGGGAAGGCCAAAATATGCGGCCTTTATCTC
TTTAATTGGGCGOTACGCACCAAGACCAAACTCACTCOGCTGCCACGCG
CTGGCCAGTTCGATTTATCCATCTGGTTTACGGTTGGCGTCGGLGGGAA
CEACATTTATCACAGCGTGTCGUGTGCCCGAACCCGCTATTAG Y
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Figura 11

N5268 GUG CGAATA COA CTC ACT ATA GAG GGA CAAACC GCC ATG GCT GAG GTG
AGG CTT CTT GAG YCT GG

NS267 CAT CAT CAT CAT CTT TAT AAT UTG CBG COG CAC ALT CTC CCC TGT TGA
ABCTCTTGAC

NE268 CCC CTG TTG AAG CTC TTG ACA ATG GGT GAA GTT GAT GTC TTG TGA GTG
GCCTCACAG

N§268 CTT QTG AGT GGU CTC ACA GRTATAGCTGTTATG TCG TTCATACTC G

NB343 ACC ATG ATY ACG CCA AGC TCT AAT ACG ACT CAC TAT AGG BAA AGC TCG
CITGYTC

NS344 AGG GAA AGE TCG CTT GTT CTT TIT GLA GAA BCT CAG AAT AAA CGL TCA
ACTTTG GLC ACC

NS353 TTT ATA ATC TGC GG CGC CGC CTC GTG TAG AGA CGC AAL

NS§354 TTA CTC GCG GUC CAG CCG GCC ATG GCC ATG TCT AAG ACAGCA TCT TCG

HN5658 GC AGC TAA TAL GAC TCA CTA TAG GAA CAG ACC ACC ATG GAC GTG GCC
CAGCCTGCTGTB G

H5384 ARA CBC TCAACT YTG GCC ACT ATG GAT GTG AAG CTT CAG GAG TCT GOG
ce

NS3ES GCC CTT GGG CCG GGA GAT GGT TG CTT CAG TGG COA GGG CAG GTC
TEYT GTG

N53BE CGA GGG CAG GTC TGT GTG GUT CAL GGT GLA CGYT GAA CCT CTC CCC
GGAG

N5387 COT GAA CCT CTC COC GGA GTT CCA BTE ATC CTC GLA GAT GCT GGC CTC
ACC

NSS17 GCG CGA ATA CGA CTC ACT ATA GAG GGA CAA ACC GLC ATG GCC GAT BTG
AAG CTT CAG GAG TOA GG

NSB59 GC AGC TAA TAC GAC TCA CTA TAG GAA CAB ACC ACC ATG GAC BTG GCC
CAGCCTGCTGRTG G

N5804 TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA AAG GOT TTC TCC GAT CCG GGA ACA TAG
GAT ACC

N580% TGA GGT ATC CTA TGT TCC TGS ATC GGA GAA ACC CAC ACT OTC CCC TGY
TGAAGCTCTTGAC

NSG10 CCG GGA ACA TAG GAT ACC TCA ACC ALC ATG GCC GAG GTG AGS CTTCTT
GAG TCT GG
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Figura 14

Nombre de Forma de Mutacion encontrada
ia secusncia QP Replicasa

Al No se ncluyd Ninguna

A2 No se incluyd Ninguna

A3 No se incluyd MNinguna

Ad No se incluyd Ninguna

A8 No se incluyd T148C

AB No sg incluyd Ninguna

B1 Punificada A134G

B2 Purficads AZ78G

B3 Purificada Ninguna

B4 Purificada Ninguna

B85 Purificada T8IC; GOBC; A172C; T244C; A251C

B& Punficada Ninguna

Ci pCONAGR Y59C; A129G; A160G

G2 pCONAGH Ninguna

C3 pCDNAQS A30C; GB2A;

C4 pCONAGHE Ninguna

C5 pCDNAGH MNinguna

ol pCONAQR A257G
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Figura 15
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Figura 18
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Mutacion del ARN replicado por polimerasas dependientes de ARN: Lista de
mutaciones reprasentativas slegidas al azer

Regidn codificante; Replicass Minaciones
n.® de clon
G1 (scFv anti- Ninguna Ninguna
GiyA 1C3)
G2 QP purificada | G124C, T234C, T329C, G367C, C3MT,
GIZSA
6] Qf purificada | TS07G, delecion de C527, CR43T, CE57T
G4 Of purificada | G136A, insercion de 141 A, -164G, G216A,
delecidn de G330, G429A C508T, T634C
G% Qf purificada | C208A, G210C, -211G, CZ13T, G3204,
4037, C597A
Gé Of purificada Delecidn de 120-441, AL30G, GEOSA,
G? Of purificada | A475T, AS80C,
Gs QB purificada | A23C, G23A, GI5A, G294, G109A,
G322A, C398T
G9 Qf purificada | G151T, delecién de C221, C237T, C249T,
HB1 (scFv anti-
Hepb 4C2) Ninguna Ninguna
HB2 Qp purificada | G239C, G486T, G354C,
HB3 Qf purificada | A205C, TG
B4 Qf punificada | A208C, G274C, delecidn de Y282, delecion
de T285, delecidn de G328, sustitucidn do
secuendia irrelovante en G338.C350
HBS Qbpurificads | T397G, (G398A,
HB6 Qp purificada | TS61C
C1 (scFv and- pCDNAHepC CEIT, GI2IA, O3
GivA 1C3)
GC2 HepCpurificadal Delecién de 110-162
GC3 HepC purd Delecitn de 77-185
GC4 HepC wﬁ% C353A, C366T,
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> CRC para Diagnostic Technologies
<120> Evolucidn in vitro en una etapa continua
<130> 91662

<140>

<141>

<160> 26
<170> PatentIn Ver. 2.1

SEQID NO: 1
<211> 318
<212> ADN
<213> Secuencia de inmunoglobulina de murino

<220>

<223> Descripcién de secuencia: Region constante de anticuerpo de ratén 1C3

<400> 1

gctgatgotyg
gatgootcag
aagatLuaty
naagacagea
cEtaacaget
ttecaacagyg

SEQ ID NO: 2

211>
<212>
<213>
<220>

2004
ADN

Homo sapiens

cazcaactgt
tegogrgett
geagigascy
eeracagoat
atacotgtga
gagastgyr

atccatobie
ettgaacaye
sgcaaaatggc
gagragcans
gyeoactoear

coacratace
troracoeca
gtocigaaca
crescgriga
Fagatatoaa

gtgagecagit
aagRCaTCAS
gttggacuga
cCaaggacga
ctteacenat

<223> Descripcidn de secuencia: Regidn constante de anticuerpo humano 1C3

<400>

2

geagstcaaqg
ctecaccaagt
accatctect
agoccateoca
aattoogggg
cagaccatcet

SEQ ID NO: 3
<211> 748
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

acacsgorat
ceacraagty
goacoogeca
atgo-ackto
agaggLIcac
CCCQITCCAs

ecegggtoette
gacangectyg
gaatggogasa
cagogooghy
gtgcaccgty
gggc

gooatoeooon

Lcacagaco
getgtgaaaa
ggrgagcca
ARsccacacag

<223> Descripcién de secuencia: SCFV antiglicoforina 1C3

catoctrgeo
tgaccaccta
CoCacaccaa
goatctgocga
acotgeoectco

aacatctyga
tgteaagtgg
tcaggacagc
gtatgaacga
tgtcaagago

cagcatetice
tgacagegig
catetocgaqg
guatgactigg
gocactgaag

&0

120
180
244
300
318

120
180
240
300
360
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<400> 3

atggacegagy
aaactctoct
cgggotocay
aacrtattogo
ctgtacctge
crerotonta
teoggggrg
teacagicte
tccagteaga
aaaccaggoc
cobgateget
caggetgaag
ggaggcacca

SEQ ID NO: 4

<211> 807
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

tgagesttot
gtgcezoche
ggaaggggct
cacciztgaa
aaabtcaacaa
mtacgrcagy
gtggrsagq
catcotocet
gtotcttcaa
agtclictaa
toacasgeag
arCtoITRgSE
agerosaaat

ES 2351275 T3

tgagtetyga
aggatiogat
agaghtggatt
ggataaattc
agtgagatct
gtrttgettac
aggaggaggl
ggetgtatca
cagtagaacc
acogotgato
tggatoetyggy
ttattactygc
caaangqy

ggtggeocgy
tttagtagat
ggagaaatta
ateateotooca
gaggacacad
tggggcoaag
tegggtyyty
gtaggagagsa
cgaaaganot
tactgggeat
acagattlce
aagcratote

tacaacctgy
actggatgaa
atcaecaaay
gagacaacgc
coctttatta
dggactotggt
gtygttegga
aggtcachat
acttgactty
coactaggga
cteteaceat
ataateticg

<223> Descripcién de secuencia: SCFV anti-antigeno de superficie de hepatitis (4C2)

<400> 4

ceatggeoga
tgaagattac
agragagtoa
cagactacaa
caggctatit
gagrgatoga
grtqgaggcyg
aatoltccage
actcacgtgt
agatttatgs
ctgggaccEc
actyccagces

aacgggeggo
accattaaga

SEQ ID NO: 5
<211> 7489
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

tgrgssgett
ctygcazgoyt
tgcreagagt
ceageagtit
ggaacsiuggce
Lod ol Ln feiiedod vl of et
tteasIcgga
aatcaigtitc
caggTaogtyg
cacanIcany
tcactototo
crtggzytagh
cgoazETLat
atteazoceg

caggagtoag
tonggetaca
ctagagigga
gaggccaagy
agathtgacat
gargtolgag
gatagULetg
geatctecag
castggtasc
cltggoettoty
acaatcagosa
aacccLoota
aaagatgatyg
cecltaatyg

ggeetgaget
ratteactyga
ttggacttat
cegcaatgac
ctgaggatte
gucaagggac
geagtgacgg
gygagaaggt
asCagasague
gagiaocbge
gotrggagge
cgtioggtge
atgatasagc

ggtgaggeoc
trtatgotatg
tagtaattocc
tgragacasa
tgocatctas
CACgFLCaca
atcgaacatt
caccatgace
aggeacctoe
togeticagt
tgaagatygot
tgggaccaaqg
cgoggoccat

<223> Descripcién de secuencia artificial: Plasmido artificial pERT7Q beta

<400> 5

ggggacocce
atgccotaaal
Caggagonon
crtgaagyayto
caggtaaggo
gtaacaaccyg
tgggatitcg
tttygcaccta
tecgogtita
stogggettt

ttrarygggn
tacoytgtygy
ggtTiIcaga
gtgrotrgaa
gcac.zoaca
tteastatgs
gtaawjgrygs
aggarTitga
atgcraagta
LacuIzgcay

caceteacac
tectgegttto
ccitctttato
cgcoeacott
rogegtoacs
tecogoagoa
tagtgogaac
tttticgaac
tggcactatyg
actgegtyag

agcagtacot
ggagoogate
gaatgiLeog
gatgatocgue
glicogatry
ctategttot
cttgteatta
tecttagrte
atcggcgaaqg
ggttacegey

cactgagtac
atgaaattco
acacgratca
tacoraatgr
cetetneagy
tattgaacge
atgactttet
stcgttatac
ggcLogagac
chygttaagey

aggatcoctg
ttgggtcegg
cagtacgara
caaaagtacg
tLgrgeasga
cacogtoegos
categhcaty
gagotgcags
graceagrag
atorggggte
cagcagbiguy
gqacygrLogyt

ggggrcreag
catbgagtygs
tttggtaata
tootocaacs
tactgtigeas
gtcoctoctcag
gqtgotgacos
tgoagtgeoos
cocaanagat
gocagtgggt
gecacttatt
sbtggasataa
cacoacraio

aagadgacat
taatgattit
gtagtacaca
aggcggrege
cotioghocg
cegtgrtgac
grttegeace
teaggoette
tatezaaatat
tggegatita

€0

1240
i8d
240
300
360
£20
480
540
600
8640
120
748

&0

120
130
240
300
300
420
480
540
&00C
560
720
TRO
8O7

&0

220
180
240
249
36GO
4240
480
540
600
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catgetattce
ggtaataetet
gtratgttag
ggteacggeyg
aaactgaasaqg
cgcgaaggat
crtgocacty
gtrgtitgatt
aatatcgatse
asaaggtgaac
ttitacagcec
trtagttegt
tganacttig
ggaaagatgg
ttgccteget
tarctcages
cogotigean
tgacctitte
ttgotgoten
attgaacact
atccaccgat
coetagagga
ttgaactcca
gacgtgatiyg
atattgacct
atattegoga
agtcgataaa
tagriggeort
tigataagac
Qgargaaatyg
gagoogoegaa
tactgtigge
cgagattogas
cgaagtatga
tggoagcaga
aggatttcaa
aygctaatagg
gtgcracaac
aagoytgtac
atatcagaat
agacagatoy
gtggcatrct
alcagogoeg
cyycaagoga
aggtrottat
atgagaagat
ctteotctege
acggagacga
atgttggtre
goggoaagea
tgagroctgs
gegtatggga
Aagctygcaacy
taatcaatcy
atacaaggga
grielcioggaa
atctatrtge
ceggeasars
tottecagqg
gycgeociaat
tgecctotet

gtagogttac
gyetetgaatt
actgyragaa
aggactIacygl
gggagattas
atgcigtett
sattoatcaa
ggttettgaa
ttgtagacyyg
gaaatgggey
gactczatac
ttasacacgt
ggtcaatttyg
saaacaaact
ttcacaagey
trcoctegeaat
tgcazazggt
gtieasgcag
gaterotagu
gotezttgen
tgatrogeey
ggtt-acgayg
gectzycgaa
ggatootegy
tgatcogact
ggucaagaas
tgotiantge
rrggogegat
taaatgreot
catgictaay
cacazgaatt
ctatggtcag
cgggEsecy
cgacrLoaga
ggotzaatygl
ttLensacty
agatsobeey
aacgaataac
QCoT Sgggct
teoctgatatt
thguauiget
acgcrategy
cgctacgan
ttotatatel
ggacctcaga
TLeticLatg
Tegtooogte
tattatttia
tacgzooant
cracTatter
cgatitaata
TecLzggygoc
taatattata
LLtCicyaaa
ccgagagegce
aagisacygat
catozatcag
cgatztacag
cacozaggrt
tgtgaataas
cectozoggyg
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ccagLogtac
toegtiatggs
cegreatgat
tgtcgaatte
actcgaacge
cgacaacggt
tecogecatgas
tgttygtgad
ctttgacaga
gectgttaac
gagcaatoot
tertgatagt
atcatgygcaa
crggroctca
ggtgeagtic
cgtaagaadct
tertghgace
tatagtaccy
coctectgehga
ggtggtggct
ccagggacaqg
cotootacta
ttitgatgrtyg
cttagttata
tatctigota
cerggtgect
tetottageg
ccatecagtg
atlcaagecog
acagoatgovhn
gaggttgaag
tegecattea
gatgacttta
ctaggtatiy
gotttaacga
gycgagteat
tesgttgagy
cgbtegtacy
ttgaagtatg
aqeoettita
atecgaacaty
ttgcgtgot
ggcteogtta
sttgaecetst
teacchaagy
gutaacgghtt
tgtgagatac
cogtectgtyg
actaasaaga
ggecatagatg
ctgoatttiga
cattotgtgt
cctgatggit
aaccygogugt
gotgagtigy
qggrtgoore
cttatctgta
tatatogogt
gogtctetac
ttatcacaat
gatccactag

cataatggta
cttetgoote
aagattcaac
gacaatctgt
cgteategte
toecottegge
grrgettygy
atactrogete
cgtgacatos
gtttctgcta
cegrregota
atorotitat
aattagagac
atcogogduyy
ctgeogetgga
acaaggtoca
catcegitac
atgaggaacy
tcgatgotat
caggqtcaas
gtaagtatac
agaaccgace
cccteazaga
ccacgiiceyg
wtgatragge
toggtaacat
atatrgegge
gtggtgccac
tgatagtogt
cgegraactc
qtaaccLege
actetpagge
ggataaatta
atacogaage
acgetogtet
gtatacacat
grtatgttgoeyg
gtoatcogne
ttetagotcey
ataaagcagt
gtiggaatat
gqyggtatcga
ctaateactt
gtgagetrote
ggcgattgce
acacatbcoga
tggarcttags
cagioootyge
chtttteega
tragteooctr
ataacttata
acCtcaagta
zeggraatad
ggatoogygta
ggtogratct
traggggtos
ggagtaatoo
gcagtageey
acgaggegta
tactecttacy
titctaggtac

aghggaaacs
tocetttatya
goeotoctteyg
accotgeogt
atggeatate
ctgtgiococga
agttaactac
aacaaggtca
ggrtaasaate
goectgtotge
cactagatct
taacocaacyg
tgttacttta
gorasatoce
gaagoegtgth
ggttaagata
tecgooaggea
agotttrgtt
Ltgarcagety
acccgatecy
ctghbecctte
gtggoctake
tettrtggge
cggrtgooght
tatgegtgat
tgagogantc
crtatcacgoe
accgtitgac
teerogtgot
toteageqea
acthtecatt
tgagtgtact
tettaaagee
tgttgectgyg
crataggect
ggctograga
tcactgeccga
cntcaagooe
cagagobtcot
tactgtacat
gttittccaa
toctgaatgat
agcaacggit
attgocoeca
tgacggtagt
gotogagLoyg
chegtctgagy
cotocgggaa
ggggccgtic
ttacatacgt
teggrggges
tegtaagttg
tgeocteghc
cgtaccggrg
ctacgaccte
ategggttge
tacgaagata
tgtootggea
acctgggagy
agtgagaggyg
tcgggcagey

ggcltactgeot
catcadagat
gttttetgte
tgettacttt
tracgctaac

tggaaggag
ctacageite
getatateat
trtcaceata
tgteogatita
tgatactace
cgtaaageogt
ggtaacatog
actaacggog
accgtttegy
cagaacooga
tatgetgacy
cgtacagage
aaccoaygogl
grtaticogyg
gcaatttggt
tataatgcty
aatacaaagt
ggcaatggty
cagaagtaty
atrratvctia
gatggogtga
Ctcactaagt
tagtaactas
caattgoges
gocaacgaty
tcatteoageo
gagatcatygr
gagaagttoc
gactacaglyg
aasastagcoa
ctitetageg
gogertecyge
acacattteg
aagaacagta
crgggtatog
cagacgataa
gatctctcag
ggctggttty
gttgttaccr
cttatttity
gtcactgtte
grttttaagt
agagaghcgt
caccgtatag
acaartgacy
crgeotaaac
ggategglcs
attacggacce
ttctogegtt
gatrtctgogg
agecaggtcta
coctacggyy
gegocaatar
ggatchgott
ttgggtocty

660

120

780

840

300

960

R0
1080
1140
1200
1260
1320
1380
144Q
1500
1560
1620
15680
1740
1R00
1860
1820
1980
2040
2106
2180
2220
2280
2340
2400
2480
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2840
3CG00
3060
3120
31EQ
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
i72¢
3788
3840
iS00
3950
4020
4080
4149
4200
4260
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gecacyggty
cettactggt
caaaacgrct
woctggaracy
ctyctggcota
agigatrerl
cagtaacegyg
cgygtateatt
caggaaaaaa
gagaaactca
casgotgatyg
tgacacatge
caagocogtae
Tcacgtagoy
tgagagtygca
tcaggogoto
gagecgglato
caggadagaa
rgeLggogts
gtragaggtyg
cooLegtgeq
cricqugaag
tegrueogers
rarcoggras
crgoCcactgy
aglyggtages
agegagliac
grageggrgg
aagatcett
ggattitggt
gaagitttaa
tastragtga
tococegogt
tgataccygey
gaagggccoga
gtrgccggga
ttgectgcagqg
wocaacgate
rcggteciad
cagcactygca
aglacticaac
cgtcaacacy
agogLootee
aacccactey
gagcaaaaac
Gaatactoat
tgagoggata
tTecoogaaa
aaaataggcyg
d4agggaagaa
gograaccac
Lcaggotacg
tggcgaagyy
cacgacgig

cgeatngateg
tagcagaaty
gogaccigay
cggaagtcay
coehgtggan
ctotggteeg
geatgiteat
accocoatgs
ccgeoootiag
acgazctgga
agetitaccy
ageinsogga
agggsgegte
atagoggage
cCcarzIgegy
tecopottog
agcrcactoa
catgrgagca
titciatagyg
gegasacooy
cletostgit
cgtesagott
caagITgggc
cratIgoote
taacaggatt
taacTacqge
cLteoggadaa
tTrTITtgty
gatroitiet
catgagatta
atcaatotas
ggocacctate
gtagataact
agacrcacge
gogcagaagn
agctagagia
cateetggty
aaggrgagry
gatcytogia
taatiooctt
caagIcarte
ggataatace
gggg-gsaas
tgrasccaac
aggaaggcaa
actotooctt
catettigaa
agteocaccet
tarczcgagy
agugaaagga
CAcCETCoQoe
caactatigy
gggazgtgaot
taaaacgacy

SEQ ID NO: 6

<211> 1716

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C
<220>

<223> Descripcién de secuencia: NS5B del virus VHC

ES 2351 275T3

“tgetectgts

aatcaccgat
caacaacaty
cgecetgoac
cacctacate
goegeateo

catcagtaac
acagaaattc
catggecege
cgoggatygaa
cagotgeoone
gacggtoaca
agogggrgit
gtatactggc
tgtgaaatac
togotcactg
aggcqgtas
asaagygccage
ciegguoece
acaggacrat
cegacentgoe
tctcatagot
tygtgtgeacy
gagreesane
agcagagcga
tacactagad
agagttggta
tgcaagcago
acggggietyg
Lcaazsaagga
agtatatatg
tcagegaton
acgatacgygy
tcacoggctc
ggt.coctgoaa
agtagttege
tcacgcoctegt
acatgaicoc
agaagiaagh
actgrecatge
tgagaatagt
gogoracaca
ctotecaaggs
tgatcticag
aatgccgcaa
ttteaatatt
Lgtatttaga
gacghetaay
cectttoghto
geyggaegeta
gegottaatg
gaagggogat
gesaggogat
gocagtgaat

gttgaggace
acgegagoga
aatggtetic
cattatgtio
tgtattaacy
tavogooagt
cogtatcgtg
ceecttacac
Lrtatcagaa
caggoagacd
gegegtotoeg
gottgrergt
ggegggtgre
tLaactatgc
cgeacagatqg
actegetgeg
tacggrtate
amaaggocag
ctygacgagea
azagataccsa
cgethacegy
cacgetgtag
aaccoooogt
CHarasgaca
ggrargraqgy
ggacagtaty
gotettgatc
agattacgceyg
acgoercagty
tctteaceta
agtaaacttyg
Ggrtotatttey
agggacttace
cagatttate
ctiratoeoege
cagttaataqg
cgtttgghat
ceatghiigly
Lggergeagt
catocroygtaay
gtatgcggoy
gragaacttt
tottacogor
catcErtvac
aaaagggaar
attgaagoat
sagaltaaacs
aaaccattat
ttcaagaatt
qggegetgyc
cgoegetaca
<ggtgcggyc
taagttggyt
tgtaatacga

cygotagget
acgtgaagoy
ggtttoecgtyg
cggateogea
aagogotgge
tgtttacoot
agLatooctet
ggaggcatca
gocagacatt
tctatgaate
grgatgacgyg
aagoggatge
ggggcgeage
gacatcagaqg
cgrtaaggaga
cteggltogtt
cacagaatca
gaasngraaa
tcacaaaaat
ggocgrttoce
atacctgtce
gratctcagt
teagoecgac
ogacrtatcy
cggryotaca
tggtatotge
cggcaaacas
cagasaaanaa
gRERCGARRAC
gatoccteroa
gtetgacagt
tteatocats
atwgtgguoeceoe
agcaataaac
ctecatccag
tttgcgeaac
ggcticatoe
caaaaasgog
gtratecacece
atgettibtot
scogagrtge
aaaagrgeote
gttgagatce
ttrcaccago
aagggogaca
ttatcagggt
aatagoggtt
tatcatgaca
ggcgaacgly
aagtgtagog
gggcgegtee
ctcitcogeote
aasguUTaggy
ctocactata

ggcggagtry
actgetgety
tttogtaaay
tegeaggaty
attgacooig
cacaacgttc
cheguricat
agtygaccaaa
aacgorLtoty
gettecacgan
tgaaaacche
cgggagcaga
gatgacocag
cagattgtac
aaaTaccgza
cggotgogge
ggggataacy
aaggeocgegt
cgacgctcaa
cotggaaget
goorrctee
teggtgtagy
cgotgogoot
ceastgyeag
gagoroitga
getetgetyga
accacogolyg
ggatctcaag
tcacgttaag
aattaaaaat
Laccaatgoet
gttgocctgac
agtgoetgeas
cagocageoy
teotattaact
grtrgttgoesa
ageheogott
gttagchoct
atggttatygg
gtgactggty
tobtgeccegg
atcattggaa
agticgatgr
gtthctgqggl
cggaasatygry
tattgtotes
cocgogecacat
ttaacctats
gegayaaagg
gteacgcige
cattogeaat
tracgocags
tritececagt

£320
4380
4440
£500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
504¢
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
3580
5648
S0
5780
5820
5880
5940
a000
a060
§3120
2380
6240
53040
8360
812G
2480
5540
£600
8660
6120
5780
5840
&Q00
GOEL
1020
T080
7140
1200
7260
7320
7380
1440
7484
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<400>

6

tetatglegt
ctgoocatea
tcgtcohagas
gacgaccatt
cgoatgetca
ttegggtata
tooglaetggy
dagaacgaygy
grgraceoty
aagttggeaa
gtegaacgtc
accegeigot
caatgeigea
tactycyggag
geoagiggag
geggotgoga
gloghagryy
gaggotatga
gagoteatea
Tagtattace
cgtcacacte
gtgegeatygg
cgaccoetieg
geaatcatiyg
gagoetcaata
agacatcgyg
tgoggecortt
cgegetgged
tatcacagoy

SEQ ID NO: 7

<211>
<212>

65
ADN

actctogygac
geocaiteayg
gogotietes
acaagsstgt
ccatcragga
grgcgzagga
aggac-ugeh
tgbttogtgl
acecrgzgggr
ttgag:zcgat
tgoctozagat
ttgacTcaac
acciizaace
geocteigis
tritgnotac
acggczragy
ccgagsylga
ccaggtatte
catctiycto
tcacoratga
cagttaactc
taatozrgac
acttcrazal
amagartoca
gggroezegog
cacgeTcagy
atecteTtrtas
agtiggattt
TgrocIgnyco

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2351275 T3

cagegocetg
caactoeotug
gegtoagagyg
attaaaggay
agegigogeqg
cgrregatee
agaagacacc
ggacooogat
teghgtotge
tggttetgot
gtggacctea
tgicoacigas
ggaggccagy
caacageaag
cagoetitgge
coctengggac
cggcgtogat
tgetccacoo
CrocaacqgLoe
tgecacoast
ctggttaggt
acagtttrte
gracggggce
tggtctaage
gacactcaqgg
gogegetbagy
tugggeggta
akccatcotgg
cogaacooygs

ataacacogt
ctgagacate
aagggttager
gtaaaggage
ctogtoeatc
ttgtetagea
acaacreooaa
aaaggggygec
gagaaacgoey
tacggacrac
aagaazacee
caggacatca
aaagtgatct
ggggricagt
aatacaatca
ceggactete
gaggatgggyg
ggagatgotc
roocgtygac
cooctagoen
aacateatea
toeoatactog
acttactogg
gogrtcacgo
aagotggggyte
ctratogoee
cgraccaaga
tttacggttg
tattag

<223> Descripcién de secuencia artificial: Cebador artificial

<400>

7

gtagtgetga
ataacctagt
tegacagact
gagegtetag
cteactoetge
gggecatbaa
Ttecaacnars
gaaaguegyce
coctatatga
aatacrcgeo
cottygggytt
gggtggaaga
corecoteac
gtggtgaccg
cttgttacat
ttgretgegy
cagecectgag
cacageacas
gagacgacaa
gLgtggettg
tgtacgeyco
aatcecagoa
tocacgeegot
tecacagtia
gocccoeset
agyggagggaa
coaaactcac

gegreggegy

ggaggaganaa
ctattcaacy
geaggtgcto
gytaaagygce
ceggtoegaaa
coagatooge
carcatggeyg
segecttate
cgtgatacay
tocaacaysgg
ctegtatgac
ggagatlatac
ggageggett
togtrgoagh
caadgecaca
agatgatctyg
agoccttoacy
ctacgacctt
ggggaggagg
gygaaacagel
taccatoetgy
gatactigat
ggatttacca
cictercagta
acgagcttgy
ggcsaaaata
Tocgotgooa
gaacgacatg

&0
12¢
180
240
360
360
420
480
540
800
660
720
780
840
400
360
1020
1080
1140
1206
L2860
132¢
1380
1446
1500
1560
1820
1680
17516

gocgogaatac gactesctat agagggacaa acogocatgg cogaggtgag goettcottgag €0

tetgg

SEQ ID NO: 8

<211>
<212>

58
ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador artificial

<400>

8

catcateate ateotTiataa totgoggeocg cacacteotee cotgtitgaag ctettgac

SEQ ID NO: 9

<211>
<212>

57
ADN

<213> Secuencia artificial

58
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<220>

<223> Descripcién de secuencia artificial: Cebador artificial

<400> 9
ccoctgttga agotestgas aatgagtyss gttgatghot tgtgaghgue cteacag 57

SEQ ID NO: 10

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de secuencia artificial: Cebador artificial

<400> 10
cttgtgagryg goetoisagy tatagolghi atgtogtbtcea tactog 46

SEQID NO: 11

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador artificial

<400> 11

L
i

accatgatta cgecazjcie Taatacgact cackataggy asagetceger tgtio

SEQ ID NO: 12

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Descripcién de secuencia artificial: Cebador artificial

<400> 12

agggaaagct =gotiithot ttttycagaa gotcagaata aacgcuoaac tttggocagc €U

SEQID NO: 13

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de secuencia artificial: Cebador artificial

<400> 13

tttataatct gegyrrgccyg cectogtghtag agacgcaac 3%
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SEQID NO: 14

<211>48

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de secuencia artificial: Cebador artificial

<400> 14

tractogogyg cccagsegygr catggecaty tetaagacag catctteog 48

SEQ ID NO: 15

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de secuencia artificial: Cebador artificial

<400> 15
goagcetaata cgacttacta taggaacaga ccaccatgga sgtggeccag cotgotgige 60

SEQID NO: 16

<211>50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de secuencia artificial: Cebador artificial

<400> 16
aaascgctoaa ctitogccad catggatygtg aagcttcagg agtctuggeo 50

SEQ ID NO: 17

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de secuencia artificial: Cebador artificial

<400> 17

(K13

[

goocttggge cgugeatgyg totgottrag tgoogaggge aggbtotgtgt g

SEQID NO: 18

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de secuencia artificial: Cebador artificial
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<400> 18
cgagggeaygy totoratggy teacgugtgea cgtgaacctoe toccoggay 46

SEQ ID NO: 19

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador artificial

<400> 19
cgtgaaccte tocceoggagt toragteatc ctegeagatg ctggoectcac ¢ 5%

SEQ ID NO: 20

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Descripcién de secuencia artificial: Cebador artificial

<400> 20

gegegaatan gactoathat agagggacaa accgcocatgg cogatglgaa gettcaggag €0
tcagg €5

SEQ ID NO: 21

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de secuencia artificial: Cebador artificial

<400> 21
geagctaata cgactoacta taggaacaga ccaccatgga cgtggoccag ccotgotgtgg 60

SEQ ID NO: 22

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de secuencia artificial: Cebador artificial

<400> 22
taatacgact cactatagygy aaagggttic tcecgatrecgyg gaacatagga tacc 54

SEQ ID NO: 23
<211> 61
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador artificial

<400> 23

tgaggtatce tatattceocg gatoggagaa acccacacte toocctghty aagetcotiga €O

C

SEQ ID NO: 24

<211> 56

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de secuencia artificial: Cebador artificial

<400> 24

cogggaacat aygalaccne AACCACCANY googagdtygs gUottottga grtotgyg

SEQ ID NO: 25

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de secuencia artificial: Cebador artificial

<400> 25

gaggrgagge trotigagtc tgo

SEQ ID NO: 26

<211>22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de secuencia artificial: Cebador artificial

<400> 26

gotgttatgt cygticatact <qg

£1

23

bt
o



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos
	Lista de Secuencias

