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DESCRIPCION

Expresion recombinante de complejo de multiproteinas utilizando poligenes.

La presente invencidn hace referencia a un polinucledtido recombinante que codifica, cada uno de ellos dentro
de un marco de lectura abierto individual (ORF), al menos dos poligenes que codifican, cada uno de ellos, al menos
tres polipéptidos bioldgicamente activos en los que al menos dos de los polipéptidos codificados por los genes que
forman parte de los poligenes son de origen no viral, al menos dos de los polipéptidos codificados por los genes que
forman parte de los poligenes son capaces, cada uno de ellos, de al menos interaccionar transitoriamente con al menos
otro de los polipéptidos codificados por un gen de dichos poligenes, y los genes que forman parte de cada poligen
estan conectados entre s{ mediante un secuencia que codifica al menos un sitio de escisién por proteasas y/o por una
secuencia que codifica al menos un péptido autoescindible. Son realizaciones adicionales de la presente invencién un
vector que contiene el polinucledtido recombinante, una célula huésped que contiene el polinucleétido recombinante
y/o el vector y un animal transgénico no humano transformado con el polinucleétido recombinante y/o el vector. La
presente invencion también hace referencia a métodos para la produccién del polinucleétido y para la fabricacién
de complejos de multiproteinas. Las realizaciones de la presente invencién son particularmente ttiles en la terapia
génica, cribado de candidatos a fairmaco, produccion de vacunas y cristalizacion de complejos de multiproteinas para
investigacién estructural.

Un objetivo fundamental de los esfuerzos en investigacion bioldgica en la era post-genémica es la elucidacion de
las redes de interaccién de proteinas (interactoma). Dado que muchos de los complejos de multiproteinas identificados
no se encuentran presentes en cantidades suficientes en sus células originales para poder realizar un andlisis de biologia
molecular detallado, su estudio depende de las tecnologias recombinantes de produccién de proteinas heterélogas a
gran escala. Los métodos de expresion recombinante requieren una inversion desproporcionada tanto en horas de
trabajo como en materiales antes de la expresion de las multiproteinas, y después de su expresiéon no proporcionan
flexibilidad para alterar con rapidez los componentes de las multiproteinas para la realizacién de estudios de expresion
revisados.

Existen diversas tecnologias recombinantes utilizadas actualmente para obtener complejos de multisubunidades.
Por ejemplo, las proteinas se pueden expresar aisladamente en E. coli, ya sea en forma soluble o en forma de cuer-
pos de inclusién, purificar y a continuacidn reconstituir in vitro con proteinas producidas de forma similar formando
complejos de multiproteinas. También pueden utilizarse células eucariotas (por ejemplo, células de mamifero o le-
vaduras) como huéspedes en experimentos de expresion transitoria. Esta metodologia es completamente dependiente
de la existencia de un protocolo de reconstitucion in vitro eficiente. Mientras que esta estrategia puede rendir resul-
tados aceptables para sistemas mas simples con tamafios de subunidad pequefios, no es generalmente aplicable para
complejos de multiproteinas méds complicados que contengan varias subunidades grandes (por ejemplo préximas a los
complejos reguladores de las células eucariotas superiores, en particular humanas).

La co-expresion ha sido reconocida como una alternativa superior a la estrategia de la reconstitucién in vitro
descrita en el parrafo anterior. En el pasado, se han desarrollado diversos sistemas de co-expresién tanto para la
expresion procariota como la eucariota. En los sistemas procariota, la co-expresion puede conseguirse generando un
unico pldsmido que contenga todos los genes seleccionados o co-transformando diversos plasmidos que contengan
uno o dos genes y diferentes marcadores de resistencia y replicones.

La co-expresion en células eucariotas se ha realizado utilizando el sistema baculovirus, inicialmente con un éxito
limitado mediante la co-infeccidn con diversos virus, y posteriormente de forma mds exitosa mediante la expresién
de todas las proteinas a partir de un tnico virus, ofreciendo diversas ventajas y eliminando diversas limitaciones
existentes en los sistemas procariota (tales como tamafios de subunidad comparativamente menores, ausencia de pro-
cesamiento auténtico, dificultad de expresion de proteinas eucariotas (especialmente humanas) etc.). En el sistema
baculovirus, se ha demostrado que la expresion a partir de un tnico virus aumenta dramdticamente el rendimiento
(Berger y otros (2004) Nature Biotech. 22, 1583-1587; ver también Comentario (“Comment”) (2004), Nature Biotech.
22, vii, Novedades y Opiniones (“New & Views”) (2004), Nature Biotech. 22, 152, Aspectos destacados en investiga-
cion (“Research Highlights™), Nature Methods 2, 7 (2005); Bertolotti-Ciarlet y otros (2003) Vaccine 21, 3885-3900),
a la vez que reduce de forma decisiva las necesidades logisticas especialmente para la produccién a gran escala.

Una mejora importante en la expresién de multiproteinas fue la provision del sistema modular para la generacién
de casetes de expresion de multigenes proporcionados por los presentes inventores, que se da a conocer en WO
2005/085456 A1 (PCT/EP2004/013381; ver también Berger y otros (2004) ibidem). La tecnologia MultiBac descrita
en WO 2005/085456 A1 (PCT/EP2004/013381) permite la generacién sencilla de casetes de expresién de multigenes
asf como la modificacién y revisién de los experimentos de expresion (Berger y otros (2004) ibidem).

Sin embargo, un obstdculo para la expresion exitosa y el acoplamiento in vivo de complejos de multisubunidades,
en particular con varias (6, 7, 8 o mds) subunidades (que constituyen la mayoria de los complejos de regulacién génica
eucariotas, por ejemplo humanos) es el hecho de que los niveles de expresion relativa de estas subunidades varian
singularmente de forma significativa en base a en muchos casos mecanismos no totalmente conocidos (por ejemplo
eficacia de la transcripcién y traduccion, estabilidad de las proteinas, estabilidad del ARNm y estructuras secundarias,
etc.). Como consecuencia de ello, la subunidad que se expresa en menor cantidad en un sistema intrinsecamente dese-
quilibrado condicionard el éxito global del experimento de produccién de complejos de multisubunidades al limitar el
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rendimiento total del complejo. Por ello, la maquinaria de transcripcién/traduccién produce cantidades en exceso de
otros componentes que no son incorporados en proceso, “malgastando” recursos de transcripcién/traduccion celular.
Los niveles individuales de expresion varian singularmente varias veces (por ejemplo hasta 10 veces o mds) de unos
a otros suponiendo pérdidas que son refractarias a una produccidn exitosa de los complejos de multisubunidades de-
seados, en particular en el caso de complejos de mas de 4 subunidades, tales como 5, 6, 8, 10 0 mds subunidades (por
ejemplo en el caso de muchos complejos de regulacion génica eucariotas).

Los virus del stper-grupo picornavirus poseen un genoma que consta de una molécula de ARN de cadena tinica
en orientacion sentido que contiene uno o dos ORF (“marcos de lectura abiertos”) que codifican una poliproteina que
comprende las proteinas virales que estan conectadas entres si mediante sitios de escisién por proteasas virales o por
péptidos autoescindibles (revisado, por ejemplo en Ryan y otros (1997) J. Gener. Virol. 78, 699-723).

El concepto general de expresar una poliproteina a través de un virus recombinante para la produccién de complejos
proteina se ha aplicado en la reconstituciéon de un complejo TCR (receptor de célula T):CD3 (Szymczak y otros
(2004) Nature Biotech. 5, 589-594). Los autores utilizaron dos vectores retrovirales recombinantes en los que un
vector contenia las secuencias que codifican las dos subunidades del TCR mientras que el otro vector codificaba una
poliproteina que comprendia las cuatro subunidades de CD3. Las subunidades se conectaron mediante secuencias
de péptidos de autoescision 2A derivados de aftovirus. Una desventaja de este enfoque es que, para reconstituir el
complejo completo, deben prepararse dos vectores diferentes y son necesarias dos transfecciones.

El enfoque de la poliproteina viral se ha aplicado en sistemas de expresion baculovirus para constructos pequefios
tales como IL-12 heterodimérica (Kokuho y otros (1999) Vet. Immunol. Immunopathol. 72, 289-302) y proteinas de
fusiéon que contienen una sefial de focalizacion nuclear derivada de la polihedrina de baculovirus y una proteina de
interés (US 5.179.007).

Por tanto, el problema técnico que subyace en la presente invencion es el de dar a conocer un nuevo sistema para
una expresién mejorada de proteinas multiples.

La solucién del problema técnico especificado en el parrafo anterior se proporciona por las realizaciones definidas
en las reivindicaciones.

En particular, la presente invencidén da a conocer un polinucleétido que codifica, cada uno de ellos dentro de
un marco de lectura abierto individual (ORF), al menos dos poligenes que codifican cada uno de ellos al menos
tres polipéptidos bioldgicamente activos en los que al menos dos de los polipéptidos codificados por los genes que
forman parte de los poligenes son de origen no viral, al menos dos de los polipéptidos codificados por los genes que
forman parte de los poligenes son capaces cada uno de ellos de al menos interaccionar transitoriamente con al menos
otro de los polipéptidos codificados por un gen de dichos poligenes, y los genes que forman parte de cada poligen
estan conectados entre s{ mediante un secuencia que codifica al menos un sitio de escision por proteasas y/o por una
secuencia que codifica al menos un péptido autoescindible.

El polinucleétido de acuerdo con la presente invencion puede ser un polinucleétido ADN, ARN o un polinucleétido
que comprende uno o més andlogos de nucleétido sintético. El polinucleétido puede estar presente en forma de cadena
Unica o doble. Son especialmente preferentes las formas ADN, en particular ADN de doble cadena. El polinucleétido
de la presente invencién puede producirse mediante sintesis quimica. Los constructos de polinucleétido preferentes
de la presente invencién se producen mediante tecnologia génica recombinante (ver, por ejemplo, Sambrook y otros
“Clonacién molecular” (“Molecular Cloning”), Cold Spring Harbor Laboratory, 1989).

Un “poligen” tal como se utiliza en la presente invencioén es una secuencia de 4cidos nucleicos que codifica al
menos tres polipéptidos biolégicamente activos en un ORF tnico. Por tanto, cada “gen” que forma parte del poligen
es una secuencia de dcidos nucleicos que codifica un polipéptido, en particular una proteina o fragmento, variante,
mutante o andlogo de la misma, que posee una funcion estructural, reguladora o enzimadtica en particular. Preferen-
temente, el “gen” que codifica el polipéptido comprende la regién codificadora de un ADNc que codifica la proteina
estructural, reguladora o enzimadtica, o fragmento, variante, mutante o andlogo de la misma.

Un “fragmento” del polipéptido codificado por un gen contenido en los poligenes significa una parte o regién del
polipéptido original, preferentemente un fragmento que conserva al menos una de las funciones de la proteina com-
pleta. Una “variante” del polipéptido codificado por un gen contenido en el poligen significa un polipéptido que es
un equivalente funcional o no funcional del polipéptido original derivado de otra especie o un derivado funcional o
no funcional del polipéptido original que se origina por un empalme alternativo o procesamiento post-traduccional.
Un “mutante” del polipéptido codificado por un gen contenido en el poligen significa un polipéptido derivado de una
proteina natural por insercién, substitucion, adicién y/o delecién de uno o mds residuos aminodcidos. Un “andlogo”
del polipéptido codificado por un gen contenido en el poligen significa un equivalente funcional del polipéptido ori-
ginal que puede incluso tener una secuencia de aminodcidos no relacionada pero que ejerce la misma funcién que el
polipéptido del cual es un anélogo.

Correspondientemente, a nivel de dcidos nucleicos, un “fragmento” de gen es una parte o regién del gen original
a partir del cual se deriva el “fragmento”. El gen “variante” posee una secuencia que se halla en una especie diferen-
te comparada con el gen original, o puede codificar una variante de empalme o una version procesada a nivel post-
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traduccional del polipéptido en cuestién. El “mutante” es derivado a partir del gen original mediante insercion, subs-
titucion, adicién y/o delecién de uno o mds nucleétidos. El “andlogo” de un gen codifica un equivalente funcional del
polipéptido codificado por el gen original.

Al menos dos de los genes en los poligenes de acuerdo con la presente invencion son de origen no viral. “No viral”
significa que la secuencia de acido nucleico que codifica el polipéptido (que representa una proteina funcional o un
fragmento, variante, andlogo o mutante de la misma) no se halla originalmente o no se deriva del genoma de un virus.
En particular, las secuencias de nucleétidos comprendidas en el poligen del polinucleétido de acuerdo con la presente
invencion se originan de eucariotas y/o procariotas.

Asi, de acuerdo con la presente invencion, los genes que codifican las subunidades (tales como un complejo de
multiproteinas o miembros de una via metabdlica o cualesquiera otras proteinas que al menos potencialmente interac-
cionan al menos transitoriamente entre si) de un ensamblaje de multisubunidades se encuentran presentes en al menos
dos marcos de lectura abiertos (ORF). Las secuencias que codifican las subunidades (polipéptidos) del ensamblaje se
encuentran presentes en al menos dos poligenes en los que los genes que forman parte de cada poligen estdn conec-
tados entres si mediante una secuencia (puede haber mds de una) que codifica un sitio de escisién por proteasas (es
decir una secuencia que comprende el sitio de reconocimiento de una proteasa) o al menos un péptido autoescindible.

De acuerdo con una realizacion preferente de la presente invencion la proteasa o proteasas capaces de escindir el
sitio de escision codificado por la secuencia o secuencias que conectan los genes que forman parte de los poligenes
son codificadas por el polinucleétido de la presente invencién. De forma mas preferente, el gen o genes que codifican
la proteasa o proteasas forma o forman parte de la menos uno de los poligenes.

Los sitios de escision por proteasas y péptidos autoescindibles son conocidos para los expertos (ver por ejemplo,
Ryan y otros (1997) J. Gener. Virol. 78, 699-722; Scymczak y otros (2004) Nature Biotech. 5, 589-594). Son ejemplos
preferentes de sitios de escision por proteasas, los sitios de escision por las proteasas Nla de potivirus (por ejemplo, la
proteasa del virus del grabado del tabaco), proteasas HC de potivirus, proteasas P1 (P35) de potivirus, proteasas Nla
de biovirus, proteasas codificadas ARN-2 di biovirus, proteass L de aftovirus, proteasas 2A de enterovirus, proteasas
2A de rinovirus, proteasas 3C de picoma, proteasas 24K de comovirus, proteasas 24K de nepovirus, proteasa similar
a 3C de RTSV (virus esférico del tungro del arroz), proteasa similar a 3C de PYVF (virus de la mancha amarilla de la
chirivia), trombina, factor Xa y enteroquinasa. Debido a su elevado rigor en la escisidn, son particularmente preferentes
los sitios de escision de la proteasas del TEV (virus del grabado del tabaco). Asi, los genes de los poligenes de acuerdo
con la presente invencién estdn preferentemente conectados mediante una cadena de nucleétidos que comprende una
secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminodcidos con la forma general EXXYXQ(G/S) en la que
X representa cualquier aminodcido (la escision por TEV se produce entre Q y G o Q y S). Son més preferentes las
secuencias de nucledtidos de enlace que codifican ENLYFQG y ENLYFQS, respectivamente.

Los péptidos autoescindibles (también denominados “elementos hidroliticos que actdan en cis”, CHYSEL; ver
deFelipe (2002) Curr. Gene Ther. 2, 355-378) preferentes derivan de péptidos 2A de potivirus y cardiovirus. Son
especialmente preferentes los péptidos autoescindibles seleccionados entre los péptidos 2A derivados del FMDV (virus
de la enfermedad boca-mano), virus de la rinitis equina A, virus de Thosea asigna, y el teschovirus porcino.

Al menos dos de los polipéptidos codificados por los poligenes de la presente invencién son capaces de al menos
interaccionar transitoriamente con otro polipéptido codificado por los poligenes, o al menos se sospecha que son capa-
ces de al menos interaccionar transitoriamente con otro polipéptido codificado por un gen contenido en los poligenes.
Las “interacciones” tipicas que se producen entre los polipéptidos incluyen unién covalente, enlaces de hidrégeno,
interacciones electroestdticas e interacciones de Van-der-Waals. Las interacciones “transitorias” son habituales entre
las biomoléculas, en particular entre las proteinas, y estdn representadas tipicamente por interacciones entre enzimas
y sus sustratos, receptores y sus ligandos (agonistas o antagonistas), interacciones entre miembros de vias metabdlicas
e interacciones entre proteinas de complejos reguladores (por ejemplo, reguladores de genes).

Los polipéptidos codificados por las secuencias de nucleétidos que forman parte de los poligenes de la presente
invencién pueden ser el mismo o diferentes. Asi, cada poligen presente en los constructos de la invencién puede con-
tener una o mds copias de cada secuencia de nucledtidos que codifica una proteina de interés. De este modo es por
ejemplo posible proporcionar constructos que sirven para la expresién 6ptima de las proteinas deseadas, en particu-
lar en el caso de proteinas que se expresan normalmente a diferentes niveles de expresion y/o estdn presentes en un
ensamblaje macromolecular en diferentes estequiometrias. Por tanto, en el caso de que un polipéptido se exprese esca-
samente en los sistemas utilizados habitualmente, pueden integrarse dos o mds copias de la secuencia de codificacién
correspondiente en uno o mas poligenes del constructo de la invencién. También puede utilizarse el mismo enfoque
en caso de que el polipéptido esté presente en un dimero, trimero o multimero en un complejo deseado. De este modo,
los constructos de la presente invencién pueden acoplarse individualmente de acuerdo con los requisitos (niveles de
expresion, estequiometria, etc.) de cualquier complejo u otro ensamblaje macromolecular que un experto en la técnica
quiera expresar y/o purificar.

Es adicionalmente preferente que los genes que forman parte de los poligenes se seleccionen del grupo formado
por genes que codifican miembros de complejos de multiproteinas y genes que codifican miembros de vias meta-
boélicas. Los complejos de multiproteinas preferentes son complejos de proteinas reguladoras de genes tales como
complejos de factores de transcripcion, complejos de transporte tales como complejos involucrados en el transpor-
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te nuclear y/o celular, complejos de plegamiento proteico, complejos receptor/ligando, complejos de reconocimiento
célula-célula, complejos involucrados en la apoptosis, complejos involucrados en la regulacién del ciclo celular, etc.
Son miembros de vias metabdlicas, por ejemplo, miembros del metabolismo de carbohidratos (como glucélisis, glu-
coneogénesis, ciclo del 4cido citrico, biosintesis de glucdgeno, via de la galactosa, ciclo de Calvin, etc.), metabolismo
de lipidos (como metabolismo del triacilglicerol, activacién de 4cidos grasos, S-oxidacion de dcidos grasos (incluso
cadena/cadena impar) via de la a-oxidacion, biosintesis de dcidos grasos, biosintesis de colesterol, etc.), metabolismo
de aminoécidos (como reacciones de glutamato, ciclo de la urea de Krebs-Henseleit, via de shikimato, biosintesis de
fenilalanina y tirosina, biosintesis de triptfano, etc.), metabolismo energético (como fosforilacidn oxidativa, sintesis
de ATP, fotosintesis, metabolismo del metano, etc.) metabolismo de 4cidos nucleicos (biosintesis y degradacién de
purinas y pirimidinas, replicacién de ADN, etc.). Los miembros de los complejos de multiproteinas y de la via meta-
boélica pueden tomarse de por ejemplo, http://www.biocarta.com/genes/index.asp y G. Michal (ed.) Vias bioquimicas
(Biochemical Pathways) 1* edicién, John Wiley & Sons, Hoboken, NJ, USA, 1999, cuyo contenido se incorpora a la
presente invencién como referencia.

Cada poligen de acuerdo con la presente invencidn contiene al menos 3 genes, es decir secuencias que codifican
un polipéptido biolégicamente activo. Son mds preferentes los poligenes que codifican 4, 5, 6 o mds o incluso mas
proteinas. Tal como se ha mencionado anteriormente, es preferente que la proteasa o proteasas capaces de escindir
los sitios de escisién por proteasas que conectan los polipéptidos esté o estén codificados por al menos uno de los
poligenes.

De acuerdo con una realizacién preferente, el polinucleétido de la presente invencion contiene al menos dos se-
cuencias promotor que estdn operativamente unidas a los poligenes, siendo asi capaces de controlar la expresion de
los mismos. Los promotores adecuados en los constructos de la presente invencion pueden seleccionarse del grupo
formado por promotores de baculovirus muy tardios polh, p10 y pXIV, promotor tardio de baculovirus vp39, promotor
de baculovirus tardio/muy tardio vp30polh, promotores tempranos de baculovirus P, pom, Pcha, etl, p35, da26; CMV,
SV40, UbC, EF-1a, RSVLTR, MT, Ppg47, AcS, Pgar Y Papu- Las secuencias de promotores pueden ser las mismas para
todos los poligenes o pueden seleccionarse diferentes promotores para diferentes poligenes.

Preferentemente, cada uno de los ORF que contienen un poligen de la presente invencién estd flanqueado por una
secuencia de finalizacién tal como SV40, HSVtk o BGH (hormona de crecimiento bovina).

El polinucledtido, de acuerdo con la presente invencion, puede contener ademads secuencias reguladoras tales como
secuencias incrementadoras o supresoras.

Es adicionalmente preferente que el polinucleétido de acuerdo con la presente invencién contenga al menos un
sitio para su integracién en un vector o célula huésped. Dicho sitio de integracién permitird la conveniente incorpora-
cién gendmica o transitoria del polinucledtido en vectores (tales como virus) y células huésped (por ejemplo células
huésped eucariotas), respectivamente. Son preferentes los sitios para la integracion gendmica.

Son sitios de integracion especialmente preferentes aquellos que son compatibles con la integracién del polinu-
cledtido en un virus. Mds preferentemente, el sitio de integracién es compatible con la integracién del polinucleétido
en un virus seleccionado dentro del grupo formado por adenovirus, virus asociados a adenovirus (AAV), parvovi-
rus auténomos, virus del herpes simple (HSV), retrovirus, rhadinovirus, virus Epstein-Barr, lentivirus, virus Semliki
Forest (virus del bosque Semliki) y baculovirus.

En una realizacién adicionalmente preferente, el sitio de integracién es compatible con la integracion del poli-
nucleétido en una célula huésped eucariota que puede seleccionarse preferentemente del grupo formado por células
de mamifero (como células humanas, por ejemplo HeLa, Huh7, HEK293, HepG2, KATO-III, IMR32, MT-2, células
B pancredticas, queratinocitos, fibroblastos de médula 6sea, CHP212, células neurales primarias, W12, SK-N-MC,
Saos-2, WI38, hepatocitos primarios, FLC3, 143TK-, DLD-1, células de vena umbilical, fibroblastos de pulmén em-
brionario, fibroblastos del prepucio primarios, células de osteosarcoma, células MRCS5, células MG63 etc.), células
porcinas (como CPL, FS-13, PK-15), células bovinas (como MDB, BT), células ovinas (como FLL-YFT), células de
C. elegans, células de levaduras (como S. cerevisiae, S. pombe, C. albicans, P. pastoris) y células de insecto (como
S. frugiperda, por ejemplo Sf9, Sf21, Express Sf+, células High Five HS, D. melanogaster, por ejemplo células S2
Schneider).

Los sitios de integracién particularmente preferentes se seleccionan a partir de elementos transposén de Tn7, sitios
de unidn especificos de integrasa 4, y SSRs (recombinasas especificas de sitio), preferentemente el sitio especifico cre-
lox (LoxP) o el sitio de recombinacién especifico de la recombinasa FLP (FRT).

En una realizacién preferente de la presente invencién el polinucledtido comprende adicionalmente uno o mas
marcadores de resistencia para seleccionar células huésped con propiedades deseadas basadas en una resistencia a
sustancias de otro modo téxicas. Son ejemplos de marcadores de resistencia adecuados los que proporcionan resisten-
cia contra la ampicilina, cloramfenicol, gentamicina, espectinomicina y/o kanamicina.

Para su incorporacién a una célula huésped procariota, el nucleétido de la presente invencién comprende preferen-
temente un origen de replicacion R6Ky condicional para hacer que la propagacién sea dependiente del gen pir en un
huésped procariota.
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La insercién de los poligenes casetes de expresion en constructos dados a conocer en WO 2005/085456 Al
(PCT/EP2004/013381) da lugar a realizaciones especialmente preferentes del polinucleétido de la presente invencion.

Por tanto, es preferente que el polinucleétido de la presente invencion comprenda una disposicién funcional segin
la Férmula I:

X-T1-MCS1-P1-[A-B]-P2-MCS2-T2-Y @

que comprende:

(a) al menos dos casetes de expresiéon T1-MCS1-P1 y P2-MCS1-T2 en una disposicion cabeza a cabeza, cabeza
a cola o cola a cola, comprendiendo cada uno de ellos un sitio de clonacién mdltiple MCS1 o MCS2, flanqueado por
un promotor P1 y un secuencia de finalizacién T1 para MCS1 y flanqueado por un promotor P2 y una secuencia de
finalizacién T2 para MCS2.

(b) al menos un médulo de multiplicacién M entre los promotores P1 y P2 que comprende al menos dos sitios de
restriccion A y B.

(c) al menos dos sitios de restricciéon X e Y flanqueando cada uno de ellos los casetes de expresion,
en el que
(6] los sitios de restricciéon A 'y X asi como B e Y son compatibles, pero

(i)  los productos de unién AY y BX no son escindibles enzimaticamente por enzimas de restriccion a, b, x
oy especificos de los sitios de restriccion A, B, X e Y, y

(iii)  los sitios de restriccion A y B asi como los sitios de restricciéon X e Y son incompatibles,
en el que cada poligen estd insertado en uno de los casetes de expresion.

Respecto a realizaciones adicionales preferentes de constructos que poseen una disposicién de Férmula (I) se hace
referencia expresamente a WO 2005/085456 A1 (PCT/EP2004/013381). En particular, los sitios de restriccion A 'y
B en el médulo de multiplicaciéon M se seleccionan del grupo formado por los sitios de restriccion BstZ171, Spel,
Clal y Nrul o sitios de restriccion escindidos por isosquizémeros de los mismos. Los isosquizomeros son enzimas
de restriccién que poseen sitios de escision idénticos. Adicionalmente, son ejemplos de sitios de restriccion X e Y
los sitios de restriccion seleccionados del grupo formado por Pmel y Avrll o sitios de restriccién escindidos por
isosquizémeros de los mismos.

Los polinucleétidos preferentes que posee cada uno de los poligenes insertado en uno de los casetes de expresion
contenidos en la Férmula (I) comprenden las siguientes caracteristicas:

(a) los promotores P1 y P2 se seleccionan del grupo formado por polh y p10;
(b) las secuencias de finalizacién se seleccionan del grupo formado por SV40 y HSVtk;

(c) los sitios de restricciéon A y B en el médulo de multiplicacién M se seleccionan del grupo formado por los sitios
de restriccién BstZ1711, Spel, Clal y Nrul;

(d) los sitios de restriccién X e Y se seleccionan del grupo formado por los sitios de restriccién Pmel y Avrll; y

(e) los sitios para la integracion de virus se seleccionan del grupo formado por un sitio para recombinasas especi-
ficas de sitio (SSRs) y un sitio para un elemento de transporte.

Respecto a la produccién de polinucledtidos que poseen la disposicién anterior segliin la Férmula (I) se hace
referencia expresa a WO 2005/085456 A1 (PCT/EP2004/013381).

La disposicién de los polinucleétidos de la presente invencién que codifican varios polipéptidos activos bioldgica-
mente dentro de dos o mds ORFs conteniendo cada uno de ellos un poligen supone una mejora importante respecto a
la clonacién y expresion de genes que codifican miembros de complejos proteicos de multisubunidades: Por un lado,
el ensamblaje de todos los genes de subunidades en un tinico ORF es habitualmente imposible o altamente dificultoso
debido al inmenso tamafio y nimero de secuencias de codificacién a acoplar. Por otro lado, el ensamblaje eficiente de
varios o todos los miembros de un ensamblaje de multisubunidades cada uno de ellos presente en casetes de expresion
independientes ha mostrado ser habitualmente altamente ineficiente dado que el rendimiento global del complejo vie-
ne determinado por la subunidad que se expresa menos. De acuerdo con la presente invencion, las subunidades de un
complejo de multiproteinas son codificadas por al menos dos poligenes (cada uno representando un ORF individual)
codificando cada uno de ellos al menos tres polipéptidos (preferentemente de origen no viral) lo que da lugar a un

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2324 495 T3

compromiso Optimo entre la manejabilidad del constructo y sus constituyentes (en particular, el ensamblaje de los
poligenes) y la eficiencia de la expresion (en particular en el caso de que el polinucleétido de la presente invencion se
encuentre en un vector adecuado).

Por tanto, una realizacién adicional de la presente invencion es un vector que contiene el polinucledtido descrito
anteriormente. El vector puede seleccionarse del grupo formado por pldsmidos, vectores de expresion y vectores
de transferencia. De forma mds preferente, el vector de la presente invencidn es ttil para la transferencia de genes
eucariotas, para la transferencia génica transitoria o viral mediada por vectores.

Son vectores especialmente preferentes los vectores de expresion eucariotas, tales como virus seleccionados del
grupo formado por adenovirus, virus asociados a adenovirus (AAV), parvovirus auténomos, virus del herpes sim-
ple (HSV), retrovirus, rhadinovirus, virus Epstein-Barr, lentivirus, virus Semliki Forest (virus del bosque Semliki) y
baculovirus. Los vectores mds preferentes de la presente invencién son los vectores de expresion baculovirus. Los
baculovirus preferentes de la presente invencién son las realizaciones en los que los genes v-cath y chiA se hallan
funcionalmente alterados, dado que ello conlleva un mantenimiento mejorado de los compartimentos celulares du-
rante la infeccién y expresion proteica. El gen v-cath codifica la proteasa viral V-CATH la cual es activada en el
momento de la muerte celular mediante un proceso dependiente de un gen yuxtapuesto en el ADN viral, chia que
codifica una quitinasa. Preferentemente, se alteran ambos genes para eliminar la actividad V-CATH y ganar la opcién
de utilizar la cromatograffa de afinidad a quitina sin interferencia por el producto del gen chiA. La calidad de los
productos de expresion generados por un sistema baculovirus que carece de la actividad funcional de los genes v-
cath 'y chiA mejora significativamente debido a la reduccion de la actividad proteolitica y lisis celular dependiente de
virus.

Preferentemente, los vectores de acuerdo con la presente invencion comprende un sitio para SSRs, preferentemente
LoxP para la recombinacién especifica de sitio cre-lox. De forma mas preferente, el sitio cre-lox se ubica en uno o
ambos genes de baculovirus v-cath y chiA de manera que alteran su funcidn.

El vector de la presente invencién contiene preferentemente uno o mds genes marcadores para la seleccién de
huéspedes transfectados con éxito con el vector ensamblado correctamente. Son ejemplos de marcadores adecuados
luciferasa, 5-Gal, CAT, genes que codifican proteinas fluorescentes como GFP, BFP, YFP, CFP y variantes de las
mismas, y el gen lacZe. El gen o genes marcadores pueden ser variantes equivalentes funcionalmente, mutantes,
fragmentos o anédlogos de los ejemplos mencionados o cualquier otro marcador adecuado conocido por los expertos.
Las variantes, mutantes o andlogos muestran preferentemente una homologia de al menos el 75%, mas preferentemente
el 85%, y especialmente preferente el 90%, en particular al menos el 95% a nivel de aminoédcidos en comparacién con
el marcador del que deriva dicha variante, mutante o anilogo.

En otra realizacion preferente, el vector de la presente invencion comprende un elemento transposoén, preferente-
mente el sitio de unién Tn7. Més preferentemente, dicho elemento transposén, por ejemplo el sitio de unién Tn7, se
ubica dentro de un gen marcador de manera que puede evaluarse una integracion exitosa por transposicion analizando
el fenotipo proporcionado por el gen marcador funcional.

Los vectores de transferencia preferentes de la presente invencién se basan en pFBDM o pUCDM tal como se da
a conocer en la patente WO 2005/085456 A1 (PCT/EP2004/13381; ver identificador de secuencia n® 1 y 2 asi como
las Figuras 1 y 2, respectivamente dadas a conocer en la misma). Vectores de transferencia de la presente invencién
adicionalmente preferentes se basan en derivados de los vectores anteriores pFBDM y pUCDM, respectivamente.

Son ejemplos de derivados particularmente preferentes de pFBDM y pUCDM los vectores de transferencia pSPL
(Figura 3), pFL (Figura 4), pKL (Figura 5) y pKDM (Figura 6). Al igual que pUCDM, pSPL contiene un origen
de replicacién condicional (R6Ky) y pFL (como pFBDM) contiene un origen de replicacién de elevado nimero de
copias (ColEl). pKDM y pKL poseen origenes de replicacion de bajo nimero de copias derivados de pBR322. En
analogia con pFBDM, pFL pKL y pKDM contienen elementos transposén (Tn7R, Tn7L). Los vectores pSPL, pFL y
pKL poseen un repetido LoxP invertido imperfecto que flanquea el casete de expresion dual (al igual que pUCDM).
Todos los vectores contienen el médulo de multiplicacién (M) descrito anteriormente para generar casetesl multigen.
pFL y pKL (y derivados) son vectores aceptores, pUCDM y pSPL (y derivados) son vectores donantes en plasmidos
de fusién mediados por Cre.
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En la siguiente Tabla 1, se resumen las caracteristicas importantes de los ejemplos preferentes anteriores de vectores
de transferencia para generar los constructos de la presente invencion.
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TABLA 1

Caracteristicas de los vectores de transferencia preferentes

Vector Marcador de Replicdn Cepa Elementos de Utilizacién
resistencia (origen) | huésped | recombinacién
antibidética y
multiplicacién
pEFBDM Ampicilina ColEl TOP10* Tn7L, Tn7R, integracién
Gentamicina Médulo en sitio
multiplicacién | MultiBac **
M Tn7
pFL Ampicilina ColEl TOP10 Tn7L, Tn7R, Aceptor
Gentamicina LoxP para
Médulo fusiones de
multiplicacién | plasmidos;
M integracién
en sitio
MultiBac **
Tn7
pKDM Kanamicina pBR322 TOP10 T™n7L, Tn7R, integracidn
Gentamicina Médulo en sitio
multiplicacién [ MultiBac **
M Tn7
pPKL Kanamicina PBR322 TOP10 Tn7L, Tn7R, Aceptor
Gentamicina LoxP para
Médulo fusiones de
multiplicacién | plasmidos;
M integracidn
en sitio
MultiBac **
Tn7
pUCDM Cloramfenicol Réky BW23473 LoxP, Donante
Mdédulo para
multiplicacién | fusiones de
M plasmidos;
integracién
en sitio
MultiBac **
LoxP
pSPL Espectinomicina | R6ky BW23473 LoxP, Donante
Médulo para
multiplicacién | fusiones de
M pléasmidos;
integracidn
en sitio
MultiBac **
LoxP
* o cualquier otra cepa de clonacidén de laboratorio general (recA ,
endA™, pir’)
* ver WO 2005/085456 Al
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Por tanto, los poligenes de la presente invencién se insertan en un vector tal como pFBDM, pUCDM, pSPL, pFL,
pKL o pKDM en los sitios de clonacién miltiple (MCS1, MCS2), ya sea mediante escisién por enzimas de restriccién
y ligadura o a través de recombinacién (por ejemplo, utilizando la enzima BD In-Fusion). Los vectores de transferencia
de baculovirus pFBDM, pUCDM, pSPL, pFL, pKL y pKDM, comprenden ADN de baculovirus receptor modificado,
disefiado para una produccién de proteinas mejorada y para permitir un método simple y rdpido para integrar genes a
través de dos sitios de acceso (attTn7 y LoxP) en el ADN de baculovirus en células de E. coli adaptadas a este objetivo.

De acuerdo con una realizacién adicional, la presente invencion da a conocer una célula huésped que contiene el
polinucleétido y/o el vector de la invencién.

Son ejemplos de células huésped preferentes las células de mamifero, tales con células humanas, de roedor, por-
cinas tales como CPL, FS-13, y PK-15, células bovinas tales como MDB y BT, células ovinas tales como FLL-YFT,
células de C. elegans, células de levaduras tales como S. cerevisiae, S. pombe, P. pastoris y C. albicans, células de
insecto tales como células derivadas de S. frugiperda, preferentemente Sf9, Sf21, Express Sf+ o células High Five, hS5,
células derivadas de D. melanogaster tales como células Schneider S2 y bacterias tales como E. coli, preferentemente
las cepas Top10, Dh5a, DH10a, HB101, TG1, BW23473 y BW23474.

Las células humanas preferentes se seleccionan del grupo formado por HeLa, Huh7, HEK293, HepG2, KATO-
III, IMR32, MT-2, células 8 pancredticas, queratinocitos, fibroblastos de médula 6sea, CHP212, células neurales
primarias, W12, SK-N-MC, Saos-2, WI38, hepatocitos primarios, FLC3, 143TK-, DLD-1, células de vena umbilical,
fibroblastos de pulmén embrionario, fibroblastos del prepucio primarios, células de osteosarcomma, células MRCS5 y
células MG63.

Las células huésped que comprenden un polinucledtido y/o vector de acuerdo con la invencion pueden ser células
aisladas o pueden encontrarse en tejidos u érganos.

Una realizacién adicional de la presente invencién hace referencia a un animal transgénico no humano transforma-
do con al amenos una secuencia de polinucleétido y/o vector de la invencién. Son animales transgénicos no humanos
preferentes las especies de roedores, porcinas, bovinas, y C. elegans.

El animal transgénico no humano de la presente invencién es particularmente ttil para elucidar el papel de los
complejos de multiproteinas o para el cribado de compuestos para sus actividades bioldgicas in vivo.

Una realizacion adicional de la presente invencion es un método para la produccion del polinucleétido tal como se
ha definido anteriormente que comprende las etapas de:

(a) proporcionar, preferentemente ampliar, las regiones de codificacion de los genes que forman parte de al menos
dos poligenes;

(b) proporcionar dichas regiones de codificacién con secuencias que codifican al menos un sitio de escisién y/o al
menos un péptido autoescindible; y

(c) ensamblar los fragmentos resultantes de las etapas (a) y (b) de manera que de cada poligen se origina un ORF
individual; y

(d) combinar los al menos dos poligenes en un tnico polinucleétido.

Otro aspecto de la invencidn es un método para la produccion del vector de acuerdo con la presente invencién que
comprende las etapas de:

(a) generar al menos dos poligenes comprendiendo cada uno de ellos al menos tres genes dentro de un ORF
individual tal como se ha definido anteriormente (preferentemente mediante el método anterior para la produccién del
polinucleétido de la presente invencion); y

(b) clonar los poligenes en un vector pldsmido o viral,

en el que al menos uno de los genes de cada poligen es de origen no viral y al menos dos de los polipéptidos
codificados por los genes son capaces de al menos interaccionar transitoriamente con otro polipéptido codificado por
los genes.

Preferentemente, uno de los genes ensamblados en los poligenes es un gen que codifica una proteasa capaz de
escindir los sitios de escisidn por proteasas que conectan los polipéptidos codificados por los poligenes. Las proteasas
preferentes se han definido anteriormente.

La construccién de los poligenes, asi como la de los vectores de la presente invencion, puede realizarse mediante
diversas técnicas de biologia molecular que son generalmente conocidas por los expertos en la técnica (ver, por ejem-
plo, Ausubel y otros (eds.) Protocolos actuales en biologia molecular (“‘Current Protocols in Molecular Biology”), John
Wiley & Sons, Hoboken, NJ, USA, 2003). La produccién de un poligen puede llevarse a cabo por ejemplo mediante
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amplificacién PCR de las secuencias de nucleétidos que codifican los polipéptidos particulares (por ejemplo utilizando
los moldes de ADNCc correspondientes), preferentemente utilizando un cebador (ya sea 5’ o 3”) que proporciona la se-
cuencia o secuencias que codifican al menos un lugar de escision por proteasas y/o al menos un péptido autoescindible.
Preferentemente, los cebadores contienen ademas una secuencia de reconocimiento de una enzima de restriccion ade-
cuado. Preferentemente, cada cebador contiene un sitio de restriccion que es diferente del sitio de restriccién del otro
cebador de manera que es posible la ligadura direccional del producto de amplificacion resultante con otro producto de
amplificacion y/o un vector linealizado que contenga los mismos sitios de restriccion. De acuerdo con otra realizacién
preferente para la produccién de los constructos mediante ligadura direccional, los cebadores pueden contener una
secuencia de reconocimiento de un enzima de restriccién que produce una proyeccioén que no es auto-ligable tal como
Rsrll o BstEIL. En caso de que los cebadores no contengan en s{ mismos un sitio de restriccién, también es posible
proporcionar los productos de amplificacién con adaptadores que comprenden el sitio o sitios de restriccién deseados.
Obviamente, también es posible proporcionar las regiones de codificacién de los polipéptidos deseados utilizando
cualquier fuente (més alld de la amplificacién). Por ejemplo, las secuencias necesarias pueden estar ya presentes como
tales o en los vectores correspondientes a partir de los cuales pueden cortarse las secuencias mediante las enzimas
de restriccion adecuadas. Los constructos que no contienen sitios de restriccién adecuados etc., puede proporcionarse
con las secuencias adecuadas (sitio o sitios de restriccion, sitio o sitios de escisioén por proteinas/péptido o péptidos
autoescindibles; ligadores etc.) mediante la ligadura de los adaptadores adecuados que contengan los elementos ne-
cesarios. A continuacién, los productos de amplificacién o cualquier otro constructo adecuado (que contenga sitios
de restriccién) se cortan con las enzimas de restriccion adecuadas. Obviamente, la secuencia de cualquier cebador
utilizado se selecciona preferentemente de manera que tras el ensamblaje final de los poligenes, preferentemente en
un vector adecuado, se produzca un ORF individual para cada poligen.

De acuerdo con una realizacion preferente de la invencion, a continuacidn, los productos de amplificacion u otras
secuencias adecuadas pueden ligarse secuencialmente o simultdneamente en un vector adecuado, por ejemplo en
MCS1 o MCS2 del sistema de vector MultiBac al que se ha hecho referencia anteriormente. Por ejemplo, puede intro-
ducirse un poligen en pFDBM Yy otro poligen puede ligarse en pUCDM (tal como se describe en WO 2005/085456 A1
(PCT/EP2004/013381)). A continuacién, se utilizan los constructos resultantes para la produccién de los bacmidos
correspondientes mediante recombinacion especifica de sitio cre-Iox (derivado pUCDM) y transposicién especifica
Tn7 (derivado pFBDM) dando lugar a un vector de expresiéon de baculovirus listo para infectar las células de insecto
correspondientes para expresar y purificar el complejo de multiproteinas de interés. Ademds de producir los poligenes
e introducirlos en un vector adecuado mediante restriccién/ligadura, también es posible ensamblar dichos constructos
mediante recombinacién homéloga utilizando las recombinasas ademadas. Son ejemplos adecuados de técnicas clona-
do basadas en recombinasas el sistema In-Fusion® disponible de BD Biosciences Clontech, Heidelberg, Alemania (ver
Clontechniques, Octubre 2002, p. 10) y el sistema de recombinacién Red®/ET® disponible de Gene Bridges GmbH,
Dresden, Alemania (ver la patente WO-A-99/29837; http://www.genebridges.com).

El sistema In-Fusion® requiere regiones homélogas de 15 pares de bases (bp) en una molécula de ADN para ser
fusionadas en un constructor lineal (tal como un vector adecuado) que poseen las regiones homdlogas correspondien-
tes. Por consiguiente, un vector que contiene un poligen de la presente invencion puede ensamblarse secuencialmente
o simultdneamente mediante la provisién de las regiones codificadoras que los constituyen (conjuntamente con se-
cuencias de ligadura que codifican un sitio de escisién por proteinas y/o un péptido autoescindible) con las secuencias
homélogas adecuadas de 15 bp. Si se desea, las secuencias homdlogas de 15 bp pueden seleccionarse de manera que
las regiones de codificacidn constituyentes se ensamblen en un orden deseado. Obviamente, pueden introducirse re-
giones de homologia adecuadas mediante amplificaciéon PCR de los fragmentos correspondientes utilizando cebadores
que contengan las secuencias deseadas.

El sistema de recombinacién Red®/ET® es diferente del sistema In-Fusion® en que se requieren secuencias de
homologia de 40 a 60 pares de bases, pero el constructor en el cual debe insertar un fragmento no necesita ser lineal.
La recombinacion se realiza in vivo en un huésped, preferentemente una cepa de E. coli que expresa el sistema de re-
combinasa dual “ET” RecE/RecT o Reda/Redp). Asi, los fragmentos que forman los poligenes pueden transformarse
directamente conjuntamente con un vector adecuado en el huésped adecuado, preferentemente células de E. coli. De
este modo, cada poligen puede ensamblarse en el vector adecuado ya sea secuencialmente fragmento por fragmento
(preferentemente comprendiendo la regién de codificacién de cada polipéptido miembro del complejo de multipro-
tefnas + al menos la secuencia de un sitio de escisién por proteasas/secuencia de un péptido autoescindible) o por
transformacién simultanea de todos los fragmentos.

Los constructos de polinucledtido especialmente preferentes de la presente invencién contienen poligenes de al
menos una longitud similar, dado que los inventores han hallado que la expresion de las poliproteinas correspondientes
a dichos constructos de lugar a niveles de expresién comparables. De acuerdo con la presente invencion, “poligenes
de longitud similar” significa que las longitudes de las secuencias de nucleétidos de los poligenes difieren entre si no
mas de un 50%, mas preferentemente no mas de un 30%, en particular no mas de un 20% o incluso menos.

Ademds, la presente invencién da a conocer un método para la producciéon de complejos de multiproteinas en Vitro
que comprende las etapas de:

(a) cultivar la célula huésped de acuerdo con la presente invencién en un medio adecuado bajo condiciones que
permiten la expresion de los poligenes; y
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(b) recuperar los productos de expresion codificados por los poligenes a partir del medio y/o las células huésped.

La presente invencién también hace referencia a un método para la produccion de complejos de multiproteinas in
vivo que comprende las etapas de:

(a) generar al menos dos poligenes comprendiendo cada uno de ellos al menos tres genes dentro de un tinico ORF
tal como se ha definido anteriormente; y

(b) transformar los poligenes en un animal no humano de manera que los poligenes se expresan en dicho animal
no humano.

Preferentemente, la transformacién del animal no humano con los poligenes de acuerdo con la etapa (b) se realiza
mediante un vector, en particular un vector viral, mas preferentemente un vector baculovirus. Los baculovirus son
vehiculos especialmente utiles para introducir poligenes en especies de mamiferos. El método in vivo anterior se
realiza preferentemente en mamiferos no humanos, C. elegans o insectos. Los ejemplos particularmente preferentes
de especies animales adecuadas se han definido previamente en la presente invencion.

Las realizaciones de la presente invencidn también son ttiles para la preparacion de vacunas dirigidas contra en-
samblajes de multisubunidades de proteinas. Los complejos de multiples subunidades muestran habitualmente diferen-
tes epitopos en comparacién con las proteinas individuales que forman parte de los complejos. Por tanto, los complejos
de multiproteinas producidos de acuerdo con la presente invencién muestran los epitopos naturales relevantes de forma
mads adecuada, proporcionando de este modo mejores dianas antigénicas para la produccion de anticuerpos.

Recientemente se han producido particulas similares a viriones (VLPs) formadas por cuatro proteinas a partir del
coronavirus del sindrome respiratorio agudo severo (SARS) utilizando un vector de expresién baculovirus recombinan-
te (consultar Mortola y otros (2004) FEBS Lett. 576, 174-178). La expresion efectiva de dichas particulas infecciosas
para la preparacién de vacunas puede facilitarse en gran medida utilizando el sistema de expresion de poligenes de
acuerdo con la presente invencién. Particularmente, mediante las herramientas de expresién de la presente invencién
se consigue un elevado rendimiento de expresion de ensamblajes de multisubunidades que contienen substancialmente
m4s polipéptidos que en el ejemplo del SARS-VLPs.

Por lo tanto, es posible disefiar un método para la produccién de una vacuna que comprende las etapas de:

(a) administrar al menos un polinucleétido y/o vector de la presente invencién a un mamifero, de manera que el
poligen de la invencién es expresado en el mamifero;

(b) opcionalmente administrar un adyuvante al mamifero; y

(c) opcionalmente aislar los anticuerpos y/o células del bazo que producen anticuerpos especificos para al menos
uno de los polipéptidos codificados por los poligenes.

La presente invencién da a conocer una estrategia simple y adecuada para la produccién recombinante de ensam-
blajes de multiproteinas. En estos ensamblajes de multisubunidades pueden evaluarse las interacciones de complejos
proteicos o las modificaciones de las proteinas que forman parte del ensamblaje de multisubunidades. En los ensam-
blajes de multisubunidades producidos de acuerdo con la presente invencién también puede analizarse su interaccién
con compuestos candidatos (moléculas orgdnicas pequeiias, d4cidos nucleicos, péptidos, polipéptidos, etc.) que pueden
ejercer una actividad biolégicamente significativa con valor médico.

Por lo tanto, la presente invencion también se dirige a un método para analizar interacciones entre complejos
proteicos o modificaciones de proteinas.

De acuerdo con una realizacion preferente, la presente invencion da a conocer un método para el cribado de
interacciones entre complejos proteicos o modificaciones de complejos de multiproteinas in vitro que comprende las
etapas de:

(a) proporcionar una célula huésped de acuerdo con la presente invencion que contiene al menos dos poligenes;

(b) mantener la célula huésped bajo condiciones que permitan la expresion de los poligenes; y

(c) detectar interacciones entre o modificaciones de los polipéptidos codificados por los poligenes

Otra realizacién preferente de la presente invencion es un método para el cribado in vitro de compuestos candidatos
capaces de (i) interaccionar con un complejo de multiproteinas y/o (ii) modificar proteinas dentro de un complejo de
multiproteinas y/o (iii) inhibir interacciones dentro o entre complejos de multiproteinas y/o inhibir modificaciones de

proteinas dentro de un complejo de multiproteinas, que comprende las etapas de:

(a) proporcionar una célula huésped de la presente invencién que contiene al menos dos poligenes;
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(b) mantener las células huésped bajo condiciones que permitan la expresion de los poligenes;
(c) poner en contacto el compuesto candidato con la célula huésped; y

(d) detectar interacciones de los productos de expresion con el compuesto candidato y/o interacciones entre los
productos de expresién y/o modificaciones de los productos de expresién y/o inhibicién de interacciones entre los
productos de expresion.

Los polinucleétidos y/o vectores de la presente invencién también son adecuados para el cribado de interacciones
proteina-proteina, proteina-complejo de (multi)proteinas o complejo de multiproteinas-complejo de multiproteinas o
modificaciones (fosforilacidon, glicosilacion etc.) de complejos de multiproteinas in vivo.

Por lo tanto, es posible disefiar un método in vivo para el cribado de compuestos candidatos capaces de (i) interac-
cionar con un complejo de multiproteinas y/o (ii) modificar proteinas dentro de un complejo de multiproteinas y/o (iii)
inhibir interacciones dentro o entre complejos de multiproteinas y/o inhibir modificaciones de (a) proteinas dentro de
un complejo de multiproteinas, que comprende las etapas de:

(a) proporcionar un animal no humano que comprende al menos un polinucleétido y/o vector de la presente in-
vencion que contiene al menos dos poligenes tal como se han definido anteriormente, de manera que los poligenes se
expresan en el animal;

(b) administrar un compuesto candidato al animal; y

(c) detectar interacciones de los productos de expresién con el compuesto candidato y/o interacciones entre los
productos de expresién y/o modificaciones de los productos de expresién y/o inhibicién de interacciones entre los
productos de expresion.

Las herramientas para la expresion de multiproteinas de la presente invencién también tienen uso médico. En
particular, pueden administrarse a animales o humanos complejos de multiproteinas bioactivas, asi como combinacio-
nes ventajosas médicamente de proteinas, por ejemplo mezclas de anticuerpos, opcionalmente en combinacién con
interleuquinas y/o adyuvantes, mediante los polinucleétidos y/o vectores génicos de la presente invencion.

Por consiguiente, es posible utilizar el polinucleétido y/o vector y/o célula huésped descritos previamente para la
preparacién de un medicamento que comprende un vehiculo de transferencia de poligenes para terapia génica.

Se estan realizando enormes esfuerzos para desarrollar sistemas de administracién de genes con fines terapéuticos.
En el pasado, la terapia génica ha sido el centro de un intenso entusiasmo pero también de criticas. Hasta la fecha,
se han realizado grandes progresos en la evaluacién de la terapia génica en ensayos clinicos sobre cémo conseguir
estrategias in vivo y ex vivo seguras y aplicables clinicamente para enfermedades humanas (ver Worgall S. (2004)
Peadiatr. Nephrol.). En resumen, en la actualidad la terapia génica constituye un método muy prometedor para la
correccion de enfermedades genéticas y adquiridas que supongan la expresion permanente o transitoria de un producto
genético terapéutico (Worgall S., ver anterior). Los vectores recombinantes basados en virus, en particular aquellos
que no son competentes para replicarse en huéspedes mamiferos (por ejemplo los vectores baculovirus) han surgido
recientemente como herramientas potentes para la administracién de genes a células mamiferas y se han aplicado
con éxito a un amplia gama de lineas celulares de mamifero incluyendo células humanas, de primates, de roedores,
bovinas, porcinas y ovinas (revisado en Kost y Condreay (2002) Trends Biotech. 20, 173-180). Para obtener efectos
de transferencia/terapia génica complejos, tanto ex vivo como in vivo, ha surgido una demanda en aumento de vectores
virales policistrénicos para conseguir resultados mds potentes utilizando una terapia génica combinada en lugar de
una terapia génica individual (de Felipe (2002), Curr. Gene Ther. 2, 355-378; Planelles (2003) Math. Mol. Biol.
229, 273-284). También se ha demostrado la necesidad de incorporar genes accesorios en un virus portador que
quiere administrarse in vivo, por ejemplo para bloquear la inactivacién por el sistema de complemento, utilizando
un baculovirus pseudotipado con una proteina de la envoltura gp64 de baculovirus que porta una fusién de dominio
con la proteina factor de aceleracion de la degradacion humana (Hueser y otros (2001) Nat. Biotech. 19, 451-455),
ejemplificando la necesidad de proporcionar modificaciones recombinantes a nivel de la produccién de virus ademas
de en los miltiples genes que deben transferirse con objetivos terapéuticos.

Por consiguiente, los baculovirus recombinante de la presente invencién son preferentes para la preparacién de
medicamentos terapéuticos genéticos. Mds preferentemente, el vector utilizado para el medicamento de la presente
invencién es un baculovirus que comprende al menos dos poligenes tal como se han definido anteriormente que
codifican:

(i) uno o més polipéptidos terapéuticos y

(i1) una o mds proteinas de baculovirus

En una realizacion preferente, la proteina o proteinas segun (ii) son proteinas de baculovirus humanizadas expre-
sadas a partir de baculovirus psudotipados, preferentemente una proteina de la envoltura gp64 de baculovirus huma-

nizada, por ejemplo fusionada con una proteina humana como por ejemplo el factor acelerador de la desintegracion.
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Adicionalmente, son aplicaciones posibles los métodos de terapia génica in vivo que comprenden las etapas de:

(a) proporcionar un vehiculo de transferencia génica que comprende un polinucleétido de acuerdo con la invencién;

(b) administrar el vehiculo de transferencia de poligenes a un paciente que padece una enfermedad genética.
Otra posibilidad de aplicacién consiste en un método de terapia génica ex vivo que comprende las etapas de:
(a) obtener células de un paciente que padece una enfermedad genética;

(b) transformar las células obtenidas con un vehiculo de transferencia de poligenes que comprende un polinucle6-
tido de acuerdo con la presente invencion; y

(c) administrar las células transformadas al paciente.

Los complejos de multiproteinas producidos de acuerdo con la presente invencién pueden utilizarse de forma
ventajosa en estudios biofisicos, en particular estudios estructurales utilizando técnicas cristalograficas, de microscopia
electrénica y/o de resonancia nuclear magnética, estudios de quimica proteica, en particular de interacciones proteina-
proteina, y para el desarrollo de farmacos.

Asi, es posible utilizar el polinucleétido y/o vector y/o célula huésped de la presente invencidn para la cristalizacion
de complejos de multiproteinas.

Una realizacion adicional de la presente invencion es un kit para la preparaciéon de complejos de multiples proteinas
que comprende:

(a) cebadores para amplificacion PCR de las secuencias de codificacion que constituyen los poligenes;
(b) un vector pldsmido o viral; y
(c) opcionalmente células huésped adecuadas para la propagacion del plasmido o vector

Los cebadores se disefian convenientemente para adecuarse a las necesidades de la produccién de un ORF indivi-
dual para cada poligen y pueden contener sitios de restriccion para la ligadura (secuencial o simultdnea) en el vector
plasmido o viral y/o los cebadores pueden contener secuencias para el ensamblado de los poligenes y/o la insercién
en el vector pldsmido o viral mediante recombinacién homéloga (por ejemplo utilizando el sistema In-Fusion® o el
sistema Red®/ET® tal como se ha descrito anteriormente).

Las Figuras muestran:

La Figura 1, muestra la secuencia de nucleétidos (identificador de secuencia n° 1) y la secuencia deducida de
aminodcidos (identificador de secuencia n® 2) de un producto que codifica el niicleo de la proteina de unién a la caja
TATA humana (hTBP) (hTBPc, fragmento c-terminal de la proteina completa truncada en la posicién 159). Se indican
las posiciones de los sitios de restriccion Rsrll (presentes en las secuencias de los cebadores).

La Figura 2, muestra las fotografias del andlisis electroforético en gel de agarosa de la ligadura in vitro de seg-
mentos del gen hTBPc y de la subclonacién de la muestra. El gen hTPBc amplificado mediante PCR se digirié con
RsrIl y se purificé (carril 1). La incubacion con ligasa da lugar a concatdmeros en escalera que contienen 1, 2, 3 0 més
genes unidos cada uno de ellos en un ORF (carril 2, carril 3 es una escalera de 1 kb del marcador de ADN MBI). La
subclonacién de la mezcla de los constructos de expresion asi originados conteniendo cada uno de ellos un poligen
con un nimero diferente de genes hTBPc unidos que pueden liberarse mediante una digestion de restriccion utilizando
RsrII (carriles 4-7). Digestion fuera del poligen insertado muestras 1 (carril 8), 2 (carril 9), 3 (carril 10) y 5 (carril 11)
genes hTBPc que dan lugar a un ORF individual en cada caso.

La Figura 3, muestra una representacién esquemadtica del vector de transferencia basico pSPL que es la base de los
constructos de vector de transferencia preferentes de la presente invencion.

La Figura 4, muestra una representacién esquematica del vector de transferencia basico pFL que es la base de los
constructos de vector de transferencia preferentes de la presente invencion.

La Figura 5, muestra una representacién esquematica del vector de transferencia basico pKL que es la base de los
constructos de vector de transferencia preferentes de la presente invencion.

La Figura 6, muestra una representacion esquemadtica del vector de transferencia basico pKDM que es la base de
los constructos de vector de transferencia preferentes de la presente invencion.

La Figura 7, muestra una representacién esquemadtica del constructo de vector de transferencia pFBDO[hTBPc]3.
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La Figura 8, muestra la secuencia de nucleétidos de pFBDO[hTBPc]3 (identificador de secuencia n° 3).

La Figura 9, muestra una representacioén esquematica del constructo de vector de transferenciapUCDMCSTAF1TB
PcTAF2.

La Figura 10, muestra la secuencia de nucle6tidos de pUCDMCSTAF1TBPcTAF?2 (identificador de secuencia n°
4).

La Figura 11, muestra una representacion esquemadtica del constructo de vector de transferencia pFBDO[HisTEV
TAF6TAF9]his.

La Figura 12, muestra la secuencia de nucledtidos de pFBDO[HisTEVTAF6TAF9]his (identificador de secuencia
n°>5).

La presente invencidn se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos no limitantes.
Ejemplos
Ejemplo 1
Produccion de poligenes y ligadura en vectores de expresion

El principio de la generacién de poligenes se muestra en este ejemplo utilizando el nicleo de la proteina de unién
a la caja TATA humana (hTBP) (hTBPc, fragmento c-terminal de la proteina completa truncada en la posicién 159).
Se amplificé el gen que codifica hTBPc mediante reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando un cebador
sentido que se hibrida al extremo 5’ del gen que contiene una proyeccidon que posee un sitio de restriccion Rsrll y que
codifica ademds un separador de aminoacidos y un sitio de escisidn del virus del grabado del tabaco (TEV). El cebador
antisentido se hibrida al extremo 3’ del gen y contiene un sitio de restriccion Rsrll. Rsrll es un enzima de restriccién
que produce una proyeccién asimétrica de 3 nucledtidos que no se autoligan, por tanto, el producto de restriccion es
asimétrico y la ligadora produce un producto direccional. El producto de la PCR se digiri6 con RsrIl y se purificé. En
la Figura 1 se muestran la secuencia de ADN (identificador de secuencia n® 1) y la secuencia de aminoécidos deducida
(identificador de secuencia n°® 2) del producto de la PCR.

La ligadura dio lugar a concatdmeros de la hTBPc tal como se muestra en la Figura 2. La subclonacién de 1a mezcla
de reaccién de la ligadura in vitro en un vector adecuado dio lugar a constructos de expresién que contenian poligenes
que codificaban 1, 2, 3 y 5 proteinas hTBP en una tnica poliproteina separadas por sitios de escisién para la proteasa
TEV. En las Figuras 3 y 4 se muestran, respectivamente, una representacion esquematica y la secuencia de nucleétidos
(identificador de secuencia n° 3) de uno de los vectores de expresion resultantes (pFBDO[hTBPc]3).

Ejemplo 2

Generacion de vectores de transferencia de baculovirus que contienen poligenes que codifican subunidades de un
factor de transcripcion general humano

Se generd un poligen que codifica una poliproteina que comprende los factores asociados a TBP hTAF1 y hTAF2
ademds de hTBPc insertados en un vector de transferencia pUDCM (ver la patente WO 2005/085456 A1 (PCT/EP
2004/013381)) para su expresién por baculovirus, con los genes separados por secuencias que codifican un separador
de aminodcidos y un sitio para la proteasa TEV. En la Figura 9 se muestra una representacion esquemadtica del cons-
tructo resultante pUCDMCSTAFITBPcTAF2. La secuencia de nucleétidos del constructo se muestra en la Figura 10
(identificador de secuencia n°® 4). Se gener6 un constructo adicional que contiene un poligen que codifica una poli-
proteina que comprende una proteasa TEV y los factores asociados a TBP hTAF6 y hTAF9 insertados en el vector
de transferencia pFBDM (ver la patente WO 20051085456 A1 (PCT/EP2004/013381)) para su expresién por baculo-
virus, con los genes separados por un separador de aminodcidos y un sitio para la proteasa TEV. En la Figura 11 se
muestra una representacion esquematica del constructo resultante pFDDO[HisTEVTAF6TAF9]his. La secuencia de
nucledtidos de este constructo se muestra en la Figura 12 (identificador de secuencia n° 5).

Ejemplo 3
Preparacion de constructos de bacmidos, infeccion de células de insecto y expresion de proteinas

Para la construccién de constructos de bacmidos que comprenden los dos poligenes anteriores, se introdujeron
los constructos pUCDMCSTAFITBPcTAF?2 (derivado de pUCDM) y pFDDO[HisTEVTAF6TAF9]his (derivado de
pFBDM)en células DH10MultiBac®™® tal como se describe en los Ejemplos 5 (para pUCDMCSTAFITBPcTAF2;
recombinacion especifica de sitio Cre-lox) y 6 (para pFDDO[HisTEVTAF6TAFO9]his; transposicién Tn7) de la patente
WO 2005/085456 A1 (PCT/EP2004/013381). Si se desea también puede realizarse la transposicién/recombinacién
especifica de sitio cre-lox en una sola etapa en células DH10MultiBacc®™® tal como se describe en la patente WO
2005/085456 A1 (PCT/EP2004/013381). La preparacion de bacmidos, la infeccion de células de insecto y la expresion
de proteinas se realizé de acuerdo con protocolos establecidos (ver, por ejemplo, O’Reilly y otros (1994) Vectores de
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expresion baculovirus. Un manual de laboratorio. (“Baculovirus expression vectors. A laboratory manual”) Oxford
University Press, New York - Oxford; Manual de sistemas de expresién en baculovirus “Bac-to Bac™” (“Bac-to
Bac™ Baculovirus Expression Systems Manual”) Invitrogen, Life Technologies. Inc., 2000).

El siguiente listado de secuencias es parte de la presente descripcion en la que las secuencias representan:
El identificador de secuencia n° 1 es la secuencia de nucleétidos del producto de PCR que codifica el niicleo de la
proteina de unién a la caja TATA humana (hTBP) (hTBPc, fragmento c-terminal de la proteina completa truncada en

la posicién 159) mostrada en la Figura 1.

El identificador de secuencia n° 2 es la secuencia de aminodcidos del nicleo de la proteina de unién a la caja TATA
humana (hTBPc) mostrada en la Figura 1.

El identificador de secuencia n° 3 es la secuencia de nucleétidos de pFBDO[hTBPc]3 mostrado en la Figura 8.

El identificador de secuencia n° 4 es la secuencia de nucledtidos de pUCDMCSTAF1TBPcTAF2 mostrado en la
Figura 10.

El identificador de secuencia n° 5 es la secuencia de nucledtidos de pFBDO[HisTEVTAF6TAF9]his mostrado en
la Figura 12.
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REIVINDICACIONES

1. Polinucleétido que codifica, cada uno de ellos dentro de un marco de lectura abierto individual (ORF), al menos
dos poligenes que codifican cada uno de ellos al menos tres polipéptidos activos biolégicamente en el que al menos
dos de los polipéptidos codificados por los genes que forman parte de los poligenes son de origen no viral, al menos
dos de los polipéptidos codificados por los genes que forman parte de los poligenes son capaces de interaccionar al
menos transitoriamente con al menos otro de los polipéptidos codificados por los genes de dichos poligenes, y en el
que los genes que forman parte de cada poligen estan conectados entre si por una secuencia que codifica al menos un
sitio de escision por proteasas y/o una secuencia que codifica al menos un péptido autoescindible.

2. Polinucleétido, segun la reivindicacién 1, en el que cada poligen estd unido operativamente a una secuencia
promotor capaz de controlar la expresion del poligen.

3. Polinucleétido, segin las reivindicaciones 1 o 2, en el que cada ORF esta flanqueada por una secuencia de
finalizacion.

4. Polinucledétido, segtin cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el sitio de escisidn por proteasas
se selecciona del grupo formado por los sitios de escision para las proteasas NIa de potivirus, proteasas HC de potivirus,
proteasas P1 (P35) de potivirus, proteasas Nla de biovirus, proteasas codificadas por ARN-2 de biovirus, proteasas
L de aftovirus, proteasas 2A de enterovirus, proteasas 2A de rinovirus, proteasas 3C de picoma, proteasas 24K de
comovirus, proteasas 24K de nepovirus, proteasa similar a 3C del RTSV (virus esférico del tungro del arroz), proteasa
similar a 3C de PYVF (virus de la mancha amarilla de la chirivia), trombina, factor Xa y enteroquinasa.

5. Polinucleétido, segin la reivindicacion 4, en el que el sitio de escisioén por proteasas es un sitio de escision de
proteasa TEV (virus del grabado del tabaco).

6. Polinucle6tido, segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el péptido autoescindible se selecciona
del grupo formado por péptidos 2A de aftovirus, y péptidos 2A de cardiovirus.

7. Polinucleétido, segiin cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que contiene ademas el gen o genes de la
proteasa o proteasas capaces de escindir el sitio o sitios de escisién por proteasas.

8. Polinucledtido, segin cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que contiene ademds al menos un sitio
para su integracién en un vector o una célula huésped.

9. Polinucleétido, segiin cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende una disposicién funcional
segtin la férmula I

X-T1-MCS1-P1-[A-B]-P2-MCS2-T2-Y @

que comprende:

(a) al menos dos casetes de expresiéon T1-MCS1-P1 y P2-MCS2-T2 en una disposicién cabeza a cabeza, cabeza
a cola o cola a cola, comprendiendo cada uno de ellos un sitio de clonacién miltiple MCS1 o MCS2, flanqueado por
un promotor P1 y un secuencia de finalizacién T1 para MCS1 y flanqueado por un promotor P2 y una secuencia de
finalizacién T2 para MCS2,

(b) al menos un médulo de multiplicacién M entre los promotores P1 y P2 que comprende al menos dos sitios de
restricciéon A y B,

(c) al menos dos sitios de restriccion X e Y flanqueando cada uno de ellos los casetes de expresion,
en el que
(d) los sitios de restricciéon A 'y X asi como B y Y son compatibles, pero

(e) los productos de unién AY y BX no son escindibles enzimdticamente por los enzimas de restriccién a, b, X o'y
especificos de los sitios de restriccion A, B, X e Y, respectivamente, y

(f) los sitios de restriccion A y B asi como los sitios de restriccién X e Y son incompatibles, y
en el que cada poligen estd insertado en uno de los casetes de expresion.
10. Polinucleétido, segin la reivindicacion 10, en el que

(a) los promotores P1 y P2 se seleccionan del grupo formado por polh y p10;
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(b) las secuencias de finalizacién se seleccionan del grupo formado por SV40 y HSVtk;

(c) los sitios de restricciéon A y B en el médulo de multiplicacién M se seleccionan del grupo formado por los sitios
de restriccién BstZ1711, Spel, Clal y Nrul;

(d) los sitios de restriccion X e Y se seleccionan del grupo formado por los sitios de restriccion Pmel y Avrll; y

(e) los sitios para la integracion en virus se seleccionan del grupo formado por un sitio para recombinasas especi-
ficas de sitio (SSRs) y un sitio para un elemento transposon.

11. Vector que comprende el polinucleétido, segiin cualquiera de las reivindicaciones precedentes.

12. Vector, segtin la reivindicacién 11, que es un vector de expresion eucariota, o un vector de transferencia o un
vector baculovirus.

13. Vector, segtin la reivindicacién 12, que es un vector baculovirus, en el que los genes de baculovirus v-cath y
chiA estdn funcionalmente alterados.

14. Célula huésped seleccionada del grupo formado por bacterias, células de levadura, células de insecto, células
de nematodo y células de mamifero, que comprende el polinucleétido segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10
y/o el vector segun cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13.

15. Animal transgénico no humano transformado con el polinucleétido segiin cualquiera de las reivindicaciones 1
a 10 y/o el vector segun cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13.

16. Método para la produccion de complejos de multiproteinas in vitro que comprende las etapas de:

(a) cultivar la célula huésped de la reivindicacién 14 en un medio adecuado bajo condiciones que permitan la
expresion de los poligenes; y

(b) recuperar los productos de expresion codificados por los poligenes a partir del medio y/o de las células huésped.
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Fig. 1

Cédigo universal

Ntimero total de aminoécidos: 819, peso molecular=91858

Maximo de inicios de ORF en posicion AA 541 (puede ser pos. ADN 1623) para 286 AA (858
bases), peso molecular= 32543

AAseq
1

1

61

20

121
40

181
60

241
80

301
100

361
120

421
140

481
160

541
180

601
200

RsrIl
CGAATTCCTCGAGCGGT
R

CCGGAGGTAACGGATCCGAAAACCTGTATTTTCAGGGTTCTGGGATTGTACCGCAGCTGC
S G G N GS ENILYVF QG S 66I V P QL

AAAATATTGTATCCACAGTGAATCTTGGTTGTAARCTTGACCTAPAGACCATTGCACTTC
Q NI VS T VNLGU CI KU LDIULIKTTUZIA AL

GTGCCCGAAACGCCGAATATAATCCCAAGCGGTTTGCTGCGGTAATCATGAGGATAAGAG
R A RN AEYDNU©PXRF A AV I MR IR

AGCCACGAACCACGGCACTGATTTTCAGTTCTGGGARAATGGTGTGCACAGGAGCCAAGA
E P R T T AULTIVF S S G KM V C T G A K

GTGAAGAACAGTCCAGACTGGCAGCAAGAAAATATGCTAGAGTTGTACAGAAGTTGGGTT
S B EQ SR L AARIKYA ARV VY Q KULG

TTCCAGCTAAGTTCTTGGACTTCAAGATTCAGAACATGGTGGGGAGCTGTGATGTGARAGT
F P A XK FLDUPIKTII QNMUVG S C D V K

TTCCTATAAGGTTAGARGGCCTTGTGCTCACCCACCAACAATTTAGTAGTTATGAGCCAG
F P I RLEGLVLTHUGQOQPFS S Y E P

AGTTATTTICCTGGTTTAATCTACAGAATGAT CAAACCCAGAATTGTTCTCCTTATTTTTICG
EL F P GLTI YU RMTIIKUZPRTIUVILILTITF

TTTCTGGAAAAGTTGTATTAACAGGTGCTAAAGT CAGAGCAGAAATTTATGAAGCATTIG
V 8§ G K VVLTSGAIKVYVRAETIVYZEATF

RsrII

ARRACATCTACCCTATTCTAAAGGGATTCAGGAAGACGACGCGGTCCGGC
E NI Y P I L K G F RIKTTR
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Fig. 2
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Fig. 5
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Fig. 7
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SEQ PpFBDO(hTBPc]3: 6359 bp;

Composicion

1827

A; 1609 C;

Fig. 8

1674 G; 1849 T; 0 OTROS
C; 24.1% G; 26.6% T; 0.0%(OTROS

Porcentaje 26.3% A; 23.1%

Peso molecular (kDa) :

PALABRA CLAVE CIRCULAR

ORIGEN
1 TTCTCTGTCA CAGAATGAAA ATTTTTCTGT
61 CTGAATATCA ACGCTTATTT GCAGCCTGAA
121 ATTAAGCGCG GCGGGTGTGG TGGTTACGCG
181 AGCGCCCGCT CCTTTCGCTT TCTTCCCTTC
241 TCAAGCTCTA AATCGGGGGC TCCCTTTAGG
301 CCCCAARMAAA CTTGATTAGG GTGATGGTTC
361 TTTTCGCCCT TTGACGTTGG AGTCCACGTT
421 AACAACACTC AACCCTATCT CGGTCTATTC
481 GGCCTATTGG TTAAAAARATG AGCTGATTTA
541 ATTAACGTTT ACAATTTCAG GTGGCACTTT
601 TTTATTTTTC TAPATACATT CARAATATGTA
661 GCTTCAATAA TATTGARAAA GGAAGAGTAT
721 TCCCTTTTTT GCGGCATTTT GCCTTCCTGT
781 ARAAGATGCT GAAGATCAGT TGGGTGCACG
841 CGGTAAGATC CTTGAGAGTT TTCGCCCCGA
901 AGTTCTGCTA TGTGGCGCGE TATTATCCCG
961 CCGCATACAC TATTCTCAGA ATGACTTGGT
1021 TACGGATGGC ATGACAGTAA GAGAATTATG
1081 TGCGGCCAAC TTACTTCTGA CAACGATCGG
1141 CAACATGGGG GATCATGTAA CTCGCCTTGA
1201 ACCAAACGAC GAGCGTGACA CCACGATGCC
1261 ATTAACTGGC GAACTACTTA CTCTAGCTTC
1321 GGATAAAGTT GCAGGACCAC TTCTGCGCTC
1381 TAAATCTGGA GCCGGTGAGC GTGGGTCTCG
1441 TARGCCCTCC CGTATCGTAG TTATCTACAC
1501 AAATAGACAG ATCGCTGAGA TAGGTGCCTC
1561 AGTTTACTCA TATATACTTT AGATTGATTT
1621 GGTGAAGATC CTTTTTGATA ATCTCATGAC
1681 CGTAATCTGC TGCTTGCAAA CAAAAAAACC
1741 TCAAGAGCTA CCAACTCTTT TTCCGAAGGT
1801 TACTGTCCTT CTAGTGTAGC CGTAGTTAGG
1861 TACATACCTC GCTCTGCTAA TCCTGTTACC
1921 TCTTACCGGG TTGGACTCAA GACGATAGTT
1981 GGGGGGTTCG TGCACACAGC CCAGCTTGGA
2041 ACAGCGTGAG CATTGAGAAA GCGCCACGCT
2101 GGTAAGCGGC AGGGTCGGAA CAGGAGAGCG
2161 GTATCTTTAT AGTCCTGTCG GGTTTCGCCA
2221 CTCGTCAGGG GGGCGGAGCC TATGGAAAAA
2281 GGCCTTTTGC TGGCCTTTIG CTCACATGTT
2341 TAACCGTATT ACCGCCTTTG AGTGAGCTGA
2401 CAGCGAGTCA GTGAGCGAGG AAGCGGAAGA
2461 TCIGTGCGGT ATTTCACACC GCAGACCAGC
2521 AGTAATAAAT GGATGCCCTG CGTAAGCGGG
2581 CAAARTAGAT CTAAACTATG ACAATAAAGT
2641 AATCAGTCCA GTTATGCTGT GAARAAAGCAT
2701 CTTCATTTTC TGAAGTGCAA ATTGCCCGTC
2761 GTAAAGACTA TATTCGCGGC GTTGTGACAA
2821 GATCTCGGCT TGAACGAATT GTTAGGTGGC

23

CATCTCTTCG
TGGCGAATGG
CAGCGTGACC
CTTTCTCGCC
GTTCCGATTT
ACGTAGTGGG
CTTTAATAGT
TTTTGATTTA
ACAARAATTT
TCGGGGAAAT
TCCGCTCATG
GAGTATTCAA
TTTTGCTCAC
AGTGGGTTAC
AGAACGTTTT
TATTGACGCC
TGAGTACTCA
CAGTGCTGCC
AGGACCGAAG
TCGTTGGGAA
TGTAGCAATG
CCGGCAACAA
GGCCCTTCCG
CGGTATCATT

.GACGGGGAGT

ACTGATTAAG
AAAACTTCAT
CAAAATCCCT
ACCGCTACCA
AACTGGCTTC
CCACCACTTC
AGTGGCTGCT

‘'ACCGGATAAG

GCGAACGACC
TCCCGAAGGG
CACGAGGGAG
CCTCTGACTT
CGCCAGCAAC
CTTTCCTGCG
TACCGCTCGC
GCGCCTGATG
CGCGTAACCT
TGTGGGCGGA
CTTAAACTAG
ACTGGACTTT
GTATTAAAGA
TTTACCGAAC
GGTACTTGGG

8sDNA: 2149.69 dsDNA: 4290.03

TTATTAATGT
GACGCGCCCT
GCTACACTTG
ACGTTCGCCG
AGTGCTTTAC
CCATCGCCCT
GGACTCTTGT
TAAGGGATTT
AACGCGAATT
GTGCGCGGAA
AGACAATAAC
CATTTCCGTG
CCAGAAACGC
ATCGAACTGG
CCAATGATGA
GGGCAAGAGC
CCAGTCACAG
ATAACCATGA
GAGCTAACCG
CCGGAGCTGA
GCAACARCGT
TTAATAGACT
GCTGGCTGGT
GCAGCACTGG
CAGGCAACTA
CATTGGTAAC
TTTTAATTTA
TAACGTGAGT
GCGGTGGTTT
AGCAGAGCGC
AAGAACTCTG
GCCAGTGGCG
GCGCAGCGGT
TACACCGAAC
AGAAAGGCGG
CTTCCAGGGG
GAGCGTCGAT
GCGGCCTTTT
TTATCCCCTG
CGCAGCCGAA
CGGTATTTTC
GGCAAAATCG
CAATAARGTC
ACAGAATAGT
TGTTATGGCT
GGGGCGTGGC
AACTCCGCGG
TCGATATCAA

TTGTAATTGA
GTAGCGGCGEC
CCAGCGCCCT
GCTTTCCCCG
GGCACCTCGA
GATAGACGGT
TCCAAACTGG
TGCCGATTTC
TTAACARAAT
CCCCTATTTG
CCTGATAAAT
TCGCCCTTAT
TGGTGAAAGT
ATCTCAACAG
GCACTTTTAA
ARCTCGGTCG
ARAAGCATCT
GTGATAACAC
CTTTTTTGCA
ATGARGCCAT
TGCGCAAACT
GGATGGAGGC
TTATTGCTGA
GGCCAGATGG
TGGATGAACG
TGTCAGACCA
AAAGGATCTA
TTTCGTTCCA
GTTTGCCGGA
AGATACCAAA
TAGCACCGCC
ATAAGTCGTG
CGGGCTGAAC
TGAGATACCT
ACAGGTATCC
GAAACGCCTG
TTTTGTGATG
TACGGTTCCT
ATTCTGTGGA
CGACCGAGCG
TCCTTACGCA
GTTACGGTTG
TTAAACTGAA
TGTAARCTGA
AAAGCAAACT
CAAGGGCATG
CCGGGAAGCC
AGTGCATCAC



2881
2941
3001
3061
3121
Jisl
J241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
$101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
$521
5581
5641
5701
5761
5821
$881
5941
6001
6061
6121

TTCTTCCCGT
TTGCACGTAG
CGCGGTGGCA
CTCACTACGC
TTCTTGGTCG
ATCGGAGTCC
ATCAAGAGCA
GCCCATACTT
CTTGCTGCTT
RAACCGCCAC
AGCGCATACG
GTGCCTTCAT
AGGCATTTCT
CATTGGCGGC
AGGAGATCGG
TGGTTCGCAT
ATAGTTCTAG
GCRGGGCTTG
TGGGGTGGGG
TCGACAGAGT
GTGCGTTTTA
CTTCCGTGTT
AGCACCATGG
TAATTTACAG
CTATAATATA
ACTCCGGAAT
AAGTATTTTA
ATTCATACCG
ATGGAAAAAG
CGGGGCAGCT
GGGCTCCCAT
TGGTTGTAAA
CAAGCGGTTT
CAGTTCTGGG
ARGAARATAT
GATTCAGAAC
GCTCACCCAC
ARTGATCAAR
TGCTAAAGTC
ATTCAGGAAG
TGGGATTGTA
CCTAARGACC
GGTRATCATG
GGTGTGCACA
AGTTGTACAG
GGGGAGCTGT
ATTTAGTAGT
AATTGTTCTC
AGARATTTAT
GCGGTCCGGA
GCTGCARART
ACTTCGTGCC
ARGAGAGCCA
CAAGAGTGAA
GGGTTTTCCA
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ATGCCCAACT
ATCACATAAG
ATGCCCTGCC
GGCTGCTCAA
AAGGCAGCAA
GGCTGATGTT
GCCCGCATGG
GAGCCACCTA
GGATGCCCGA
TGCGCCGTTA
CTACTTGCAT
CCGTTTCCAC
GTCCTGGCTG
CTTGCTGTTC
TAGACCTCGG
CCTCGGTTTT
TGGTTGGCCT
CCGCCCCGAC
ARARGGAAGA
GCCRGCCCTG
TTCTGTCTTT
TCAGTTAGCC
CTCGAGATCC
TATAGTATTT

TTIGTGTTGGG

ATTAATAGAT
CTGTTTTCGT
TCCCACCATC
AATTTCATAG
AGCTGGAGCC
ATGTCTGGGA
CTTGACCTAA
GCTGCGGTAA
AAARTGGTGT
GCTAGAGTTG
ATGGTGGGGA
CAACAATTTA
CCCAGAATTG
AGAGCAGAAA
ACGACGCGGT
CCGCAGCTGC
ATTGCACTTC
AGGATAAGAG
GGAGCCAAGA
AAGTTGGGTT
GATGTGAAGT
TATGAGCCAG
CTTATTTTTG
GAAGCATTTG
GGTAACGGAT
ATTGTATCCA
CGAAACGCCG
CGAACCACGG
GAACAGTCCA
GCTAAGTTCT

Fig. 8 (continuacién)

TTGTATAGAG
CACCAAGCGC
TCCGGTGCTC
ACCTGGGCAG
GCGCGATGAA
GGGAGTAGGT
ATTTGACTTG
ACTTTGTTTT
GGCATAGACT

CCACCGCTGC '

TACAGTTTAC
GGTGTGCGTC
GCGAACGRGC
TTCTACGGCA
CCGTCGCGGC
CTGGARGGCG
ACAGCTTTGT
GTTGGCTGCG
AACGCGGGCG
GGACCGAACC
TTATIGCCGT
TCCCCCATCT
CGGGTGATCA
TAATTAATAT
TTGAATTAAA
CATGGAGATA
AACAGTTTTG
GGGCGCGGAT
CCGTCTCAGC
ACCCGCAGTT
TTGTACCGCA
AGACCATTGC
TCATGAGGAT
GCACAGGAGC
TACAGAAGTT
GCTGTGATGT
GTAGTTATGA
TTCTCCTTAT
TTTATGAAGC
CCGGAGGTAA
ARAATATTGT
GTGCCCGARA
AGCCACGAAC
GTGAAGAACA
TTCCAGCTAA
TTCCTATAAG
AGTTATTTCC
TTTCTGGAAA
ARARCATCTA
CCGAARACCT
CAGTGAATCT
AATATARTCC
CACTGATTTT
GACTGGCAGC
TGGACTTCAR

24

AGCCACTGCG
GTTGGCCTCA
GCCGGAGACT
AACGTAAGCC
TGTCTTACTA
GGCTACGTCT
GTCAGGGCCG
AGGGCGACTG
GTACAAAAAA
GTTCGGTCAA
GAACCGAACA
ACCCGGCAAC
GCARGGTTTC
AGGTGCTGTG
GCTTGCCGGT
AGCATCGTTT
TTAAACAAAG
AGCCCTGGGC
TATTGGTCCC
CCGCGTTTAT
CATAGCGCGG
CCCGGTACCG
AGTCTTCGTC
ACAAATGATT
GGTCCGTATA
ATTARRATGA
TAATAAARAA
CCTCGAGATG
AGCCAACCGC
CGAAAAAGGC
GCTGCAAAAT
ACTTCGTGCC
AAGAGAGCCA
CAAGAGTGAA
GGGTTTTCCA
GAAGTTTCCT
GCCAGAGTTA
TTTTGTTICT
ATTTGARAAC
CGGATCCGAAR
ATCCACAGTG
CGCCGAATAT
CACGGCACTG
GTCCAGACTG
GTTCTTGGAC
GTTAGAAGGC
TGGTTTAATC
AGTTGTATTA
CCCTATTCTA
GTATTTTCAG
TGGTTGTAAA
CAAGCGGTTT
CAGTTCTGGG
AAGAARATAT
GATTCAGAAC

GGATCGTCAC
TGCTTGAGGA

.GCGAGATCAT

GCGAGAGCGC
CGGAGCARGT
CCGAACTCAC
AGCCTACATG
CCCTGCTGCG
ACAGTCATAA
GGTTCTGGAC
GGCTTATGTC
CTTGGGCAGC
GGTCTCCACG
CACGGATCTG
GGTGCTGACC
GTTCGCCCAG
CTGTACCCGT
CTTCACCCGA
ARTGGGGTCT
GAACAAACGA
GTTCCTTCCG
CATGCTATGC
GAGTGATTGT
TGATAATAAT
CTAGTATCGA
TARCCATCTC
ACCTATAAAT
GGTARCCATG
TTTARGAAAR
GCCGACGACG
ATTGTATCCA
CGAAACGCCG
CGAACCACGG
GRACAGTCCA
GCTAAGTTCT
ATAAGGTTAG
TTTCCTGGTT
GGAAARGTTG
ATCTACCCTA
ARCCTGTATT
AATCTTGGTT
AATCCCAAGC
ATTTTCAGTT
GCAGCAAGAA
TTCARGATTC
CTTGTGCTCA
TACAGAATGA
ACAGGTGCTA

AAGGGATTCA

GGTTCTGGGA
CTTGACCTAA
GCTGCGGTAA
AAAATGGTGT
GCTAGAGTTG
ATGGTGGGGA

CGTAATCTGC
GATTGATGAG
AGATATAGAT
CAACAACCGC
TCCCGAGGTA
GACCGAARAAG
TGCGAATGAT
TAACATCGTT

CAAGCCATGA

CAGTTGCGTG
ARCTGGGTTC
AGCGAAGTCG
CATCGTCAGG
CCCTGGCTTC
CCGGATGARG
GACTCTAGCT
AGTGGCTATG
ACTTGGGGGT
CGGTGGGGTA
CCCARCACCC
GTATTGTCTC
ATCAGCTGCT
ARATARRATG
TCTTATTTAA
TTCGOGACCT
GCARATAAAT
ATTCCGGATT
ACAAGCGACG
TCTCATCCTC
ACGACGACAA
CAGTGAATCT
AATATAATCC
CACTGATTTT
GACTGGCAGC
TGGACTTCAA
AAGGCCTTGT
TAATCTACAG
TATTARCAGG
TTCTARAGGG
TTCAGGGTTC
GTARACTTGA
GGTTTGCTGC
CTGGGAAAAT
ARTATGCTAG
AGAACATGGT
CCCACCARCA
TCARACCCAG
AAGTCAGAGC
GGRAGACGAC
TTGTACCGCA
AGACCATTGC
TCATGAGGAT
GCACAGGAGC
TACAGAAGTT
GCTGTGATGT



6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781
6841
6901

GARGTTTCCT
GCCAGAGTTA
TTITGITTCT
ATTTGAAAAC
TCATCACCAC
RGCTTGTCGA
TTGCTTTAAA
TTGTTGTTAR
ATTTCACAAA
ATGTATCTTA
AGTGAMATCT
ACACCCAGTT
CACCCCTCCC
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ATAAGGTTAG
TTTCCTGGTT
GGAARAGTTG
ATCTACCCTA
CATTGATAAG
GAAGTACTAG
AAACCTCCCA
CTTGTTTATT
TARAGCATTT
TCATGTCTGG
AGTTCCAAAC
CCCATCTATT
AGTTCCCAAC

Fig. 8 (continuacion)

AAGGCCTTGT
TAATCTACAG
TATTARCAGG
TTCTARAGGG
CTAGCGGCCG
AGGATCATAA
caccTCCeCe
GCAGCTTATA
TTTTCACTGC
ATCTGATCAC
TATTTTGTCA
TTGTCACTCT
GCCAACTCCA

25

GCTCACCCAC
ARTGATCAAA
TGCTARAGTC
ATTCAGGAAG
CTTTCGARTC
TCAGCCATAC
TGARCCTGAA
ATGGTTACAA
ATTCTAGTTG
TGCTTGAGCC
TTTTTAATTT
TCCCTARATA
TGTGACAAAC

CAACAATTTA
CCCAGAATTG
AGRGCAGAAA
ACGACGCGGT
TAGAGCCTGC
CACATTTGTA
ACATAAAARTG
ATAAAGCAAT
TGGTTIGTCC
TAGGAGATCC
TCGTATTAGC
ATCCTTAAAA
CGTCATCTTC

GTAGTTATGA
TTCTCCTTAT
TTTATGAARGC
CCGGCCACCA
AGTCTCGACA
GAGGTTTTAC
AATGCAATTG
AGCATCACAA
AAACTCATCA
GAACCAGATA
TTACGACGCT
ACTCCATTTC
GGCTACTTT
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Fig. 9

pUCDMCSTAFITBPcTAF2

BstEII

Rsrll

hTAF2
12950bp

Vv
IE TEV

hTAF1

Rsrll

Rsrll

26
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Fig. 10

SEQ pUCDMCSTAF1TBPCTAF2: 12950 bp;

Composicion

3820 A; 2716 C; 3059 G; 3355 T; 0 OTROS
29.5% A; 21.0% C; 23.6% G; 25.9% T; 0.0%0TROS

(kDa) : SSDNA: 4006.92 dsDNA: 7982.98

Porcentaje:

Peso molecular
PALABRA CLAVE CIRCULAR

ORIGEN
1 AATTCTGTCA GCCGTTAAGT
61 GCTTCTCAGT GCGTTACATC
121 AAAAGCCTTA TATATTCTITT
181 TGCTGATTTA TATTAATTTT
241 CTTAGTACGT TAGCCATGAG
301 TGAGAGCTTA GTACGTTAAA
361 ACTATCAACA GGTTGAACTG
421 TCGTATAGCA TACATTATAC
481 GCCGCCCCGA CGTTGGCTGC
541 GAAAAGGAAG AAACGCGGGC
601 TGCCAGCCCT GGGACCGAAC
661 ATTCTGTCTT TTTATTGCCG
721 TTCAGTTAGC CTCCCCCATC
781 GCTCGAGATC CCGGGTGATC
841 GTATAGTATT TTAATTAATA
901 ATTGTGTTGG GTTGAATTAA
961 TATTAATAGA TCATGGAGAT
1021 ACTGTTTTCG TAACAGTTTT
1081 GTCCCACCAT CGGGCGCGGA
1141 GAATTTCATA GCCGTCTCAG
1201 TAGCTGGAGC CACCCGCAGT
1261 TATGGGACCC GGCTGCGATT
1321 CATGTCAGAC ACGGACAGCG
1381 TTTCCTTTTC GGCAACATCA
1441 TGAATGTAAG AAGCACTTGG
1501 ACTCACGGCA AATGAAGAAT
1561  GGTTAGGAGT ACAGAAGATG
1621 AAGCCGAAGA TACCAGCAGA
1681 TGAAGATGAC TATGA’!‘GCTG
1741 TCCACCCCCG GGACCAATGA
1801 GGACTTCAGT AGTTCCTCTG
1861 AGAATCTGAA GATGGAAAGC
1921 CAAGCTGTTG CCARGTGTCA
1981 TTTTCTACGT CTTTTTGGAC
2041 AAAGAGGAAG AAGAAGCACC
2101 CTCAGTAGAA TCAGAAGTCA
2161 ACCTCCAGAG CAGTGTCTCT
2221 ATTTTCCCAA TCAACTGGAG
2281 GTGGCGTTAT GGGCCTGCCC
2341 TGGGTTTGAC TATGGCTTCA
2401 AATGATAGAG GAATTTAGGA
2461 AAACTTCCTG ATGGTGACAC
2521 TGTCAAACAC AAAGGGACAA
2581 CATGACTAGG AATGCGATGG
2641 TGACAAACCT TGGTACTCCA
2701 GGAGGACAAT ATCATTIGGG
2761  GACACTTGAT CCCAATGATG
2821 CACCTCTAAC TCCCCCTCCA

GTTCCTGTGT
CCTGGCTTGT
TTTTTCTTAT
ATTGTTCAAA
AGCTTAGTAC
CATGAGAGCT
CTGATCAACA
GAAGTTATCT
GAGCCCTGGG
GTATTGGTCC
CCCGCGTTTA
TCATAGCGCG
TCCCGGTACC
AAGTCTTCGT
TACAAATGAT
AGGTCCGTAT
AATTARARTG
GTAATAARAR
TCCTCGAGAT
CAGCCAACCG
TCGAAMARGG
TGCTGCTGCG
ACGAAGATTC
ATGGAGCCGG
CAGGCTTGGG
TGACCGGGAC
CTGTGGACTA
CGATGGGGAG
ATTGTGAAGA
AGAAGGATAA
ACTCAGARTC
TGACCCTTCC
CAGAACTTTT
CAGGGAAGAA
GTGAGCTGAT
GCCAGAAGTC
CTGATGATGA
ATATAGATAA
GACTGTGGTA

AACTGAGAAA

AACTTGAGGA
AGCTGCATTG
AACCTCAGCG
CTTACAATGT
TTTTTCCCAT
ATGCTCAGGC
AGAACCTCAT
AGGAGAGTAA

27

CACTGAAAAT
TGTCCACAAC
ARAACTTAAA
CATGAGAGCT
GTTAGCCATG
TAGTACGTGA
GATCCTCTAC
GGAGTACCCG
CCTTCACCCG
CARTGGGGTC
TGAACARACG
GGTTCCTTCC
GCATGCTATG
CGAGTGATTG
TTGATAATAA
ACTAGTATCG
ATARCCATCT
AACCTATAAA
GGGTAACCAT
CTTTAAGAAA
CGCCGACGAC
GACAGCAGCT
CGCTGGAGGC
GCAGCTGGAG
GGCTTTGGGG
TGACGGTGCC
TTCAGACATC
CTTGCAGCCC
CATTGATTGC
GGACCAGGAT
TGAGATGGGA
ATTGGCTGGG
TCCAGAATTT
TGTCCCATCT
ACAGGAAGAG
TTTGTGGAAC
AATCACGATG
AGTGACAGAT
TGATATGCTG
GACAGAACAT
AARCAATGGC
GGAGGATGAT
TGCAAGCCTG
TCAGCAAGGT
TGACAATGAG
CATGCCCCGG
TTTGGRAATT
GAAGGAATCA

TGCTTTGAGA
CGTTAAACCT
ACCTTAGAGG
TAGTACGTGA
AGGGTTTAGT
AACATGAGAG
GCGGCCGCGG
TAGTGGCTAT
AACTTGGGGG
TCGGTGGGGT
ACCCAACACC
GGTATTGTCT
CATCAGCTGC
TAAATAAAAT
TTCTTATTTA
ATTCGCGACC
CGCAAATAAA
TATTCCGGAT
GACAAGCGAC
ATCTCATCCT
GACGACGACA
ACCATCACTG
GGCCCATTTT
GGGGAAAGCG
CTGGGCAGCC
TTGGTAAATG
AATGAGGTGG
CTTTGCCACT
AAGTTGATGC
TCTATTACTG
CCTCRGGAAG
ATTATGCAGC
CGACCTGGAA
GTTTGGCGGA
CAGATCCAGG
TACGACTACG
ATGGCTCCTG
ACCAAACCARA
GGTGTCCCTG
GAACCTGTGA
ACTGATCTTC
ATCATCTGGG
GCAGGCTGGC
TTTGCAGCCA
GATCTGGTAT
CTGTTGGAAC
CCTGATGAGA
TCTCTGAAGA

GGCTCTAAGG
TAAAAGCTTT
CTATTTAAGT
AACATGAGAG
TCGTTAAACA
CTTAGTACGT
TACCATAACT
GGCAGGGCTT
TTGGGGTGGG
ATCGACAGAG
CGTGCGTTTT
CCTTCCGTGT
TAGCACCATG
GTAATTTACA
ACTATAATAT
TACTCCGGAA
TARGTATTTT
TATTCATACC

"GATGGAAAAA

CCGGGGCAGC
AGGGCTCCCA
CTGCCGCCATY
CTTTAGCGGG
TCTTGGATGA
TGATCACTGA
ATGARGGGTG
CAGAAGATGA
CAGATTATGA
CTCCTCCACC
GTGAGAAAGT
CARCACAGGC
ATGATGCCAC
AGGTGTTACG
GTGCTCGGAG
AGGTGGAGTG
CTCCACCACC
TGGAGTCCAA
GAGTGGCTGA
AAGATGGCAG
TAARATCTAG
TGGCTGATGA
ATGGGGAGGA
TTCCTTCTAG
CTCTTGATGA
ATCGGACGCTG
CTCCTGTTIT
AGGAAGAGGC
AGAGTCGAAT
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TCTCTTAGGG
AGTGAAAGAT
TCGAGGCACC
GCCCTTCTTT
GAAAARAGTAC
AAAGCACATC
AGAGATGTTT
TGCAGAATAT
AAAGAACTAT
GGAAACTGTT
GCAAGCATIT
TGATTTCTTG
TGTGGTTGGC
TACGCATATT
TCOGGCCACGG
CAGCATCCGG
CTGGTGGGTG
GTCACCAGAG
TGCTGGCTAT
GATGAAGATT
TGCCATGAAG
TGAAGGATTC
ACCGCAGCCA
GAARAAATGCC
GTCCCGCTGG
AGRGGGGCCC
GCGTTACAAR
TGAAGTCTTA
GGGAARGAAC
ACGGGAGGAA
ATCCOGGAAAC
CACTGGACGC
TCGCTGTGAG
AAAAGATGAG
GCGAAAAGAA
GGAGAAGCTT
AAAACTGAAA
CCTCTATTAT
GGAGGAGTTG
GACCAARATT
TCTGGTTCTC
CACTGTTCAC
CCCTATGGTG
AAATACATAC
CATCACTCGG
ATCTCGGGAA
TGGGCCAAAR
ACTCAAAGAG
TGATGATGAC
GGCAGTTCCR
TTACAPAGTG
CAAGTATCAG
TAAGTATAAT
TTACCAGACA

ES 2324 495 T3

AAAMACAGGAG
CCATGGAATC
TTTGGAGGGA
CCCACCCACA
TCATTTGGTG
ARAAAAAAGG
TTTATGCGCA
AGTGAGGAAA
TATAAACGGA
TACTGCCATA
GAGAACAACC
ATCATTCGGA
CAGCAGTGTC
CGAGACTTTC
AGGATACGAA
AAGAGGCTAA
CTTARGTCTG
CAGTGCTGTG
GGTGAGAAAT
GATGATGARG
GGCAAGTGTC
TCCTATGTGA
GTGAAGAAGA
AAGCAACTTC
GAAGTGATTG
ATGAGTAAAT
GAGGAATGTC
TCARCTGACA
ATTGAGAACA

CAGGAGCGGA

AATCACAGAG
TGTCTCARGA
ACAGTCCGAA
GAATTCATTC
CGGCGGAGGA
AAGGGTCCTC
TGTGGGGCAT
CAAACARATG
GAARAGACAG
GTCTTGGGGA
AAGTTTCCTA
TGTGACTATT
ACGCTGTCOT
CCTTTCCACA
CCAATGGACC
GAGTTCAGAG
CACTCATTGA
ARAGAAGACA
CAAGTGGCGT
GATTCTTGGC
ATTGTCAATC
AGTCGGGAGA
GGACCTGAGA
TTGACTGAGT

Fig. 10 (continuacion)

TCATCAAGGA
TCTCCAATGA
ATATTATCCA
TGGGGCCCAT
CACTTTCTCA
CCAAGATGAG
CACCTCAGGA
ATGGACCCTT
AACCTGGAAA
CATCTCCTTT
TTTTTCGTGC
CAAGACAGGG
CCTTGTTTGA
TACAGGTTTT
TGGAAGATAT
AGCTCTGCGC
ATTTTCGTTT
CTTATTATAG
CCTTTTTTGC
TTCGCACTGC
TGCTAGAGGT
AGATTCCAAA
CAGTGACAGG
TACGTAAATT
ATGTGGTGCG
TTGCCCGTGG
AGCGCATCTT
CAGACAGCAG
TGTTGCAGAA
AGGAACTACA
ATGATGACAC
TTTATCGCAC
AACCAGCTGT
GAAAATTTGC
TTCAAGAGCA
CTGAGAAGAA
GTGGTGCCAT
CGCCACCTTC
TCATTCATAR
AACAGCTAAT
AACAGCAGCT
TGAATAGRCC
CCATCTTGGA
CTCCAGTCAA
TACAAACACT
AGCATCTGGA
CTCAGATCTC
AATTAGCTCG
TTITCTTTCAT
CATTTCATCA
CAATGGATTT
GCTTTCTGGA
GTCAGTATAC
ATGATGAACA

28

GGAACCACAG
TGAGTATTAT
GCATTCAATT
CAAACTCCGG
GCCAGGTCCC
AGAACAAGAG
CCTCACAGGC
AATGATGCAG
AGATCCTGGA
CCTGGGTITCT
TCCAATTTAT
TTACTATATT
AGTTCCTGGG
TATTTACCGC
AAAARAARGCC
TGACTTCAAA
ACCAACGGAA
CATGATAGCT
TCCAGAAGAA
CCCTTGGAAC
GACTGGGGTG
CAAACCAACA
AACAGATGCA
TGGTGTGCCT
CACAATGTCA
ATCAAGGTTT
TGACCTACAG
CTCAGCTGAA
CARGAAAACC
GCGAATGCTA
AGCTTCCGTG
GITTCGAGAT
CATTGATGCC
CCTTTTTGAT
ACTGAGGCGG
GCCCAAGAAA
TGGACACATG

CAACCCTGTT

TGATAATGAA
TGRGAGTGCS
TCCTCCAAAG
TCATAAGTCC
GTCTATCATC
TGCAAAGGTT
CCGCGAARAC
GCTAATTGTG
TCAATCCATG
CTTRGAGAAA
TCTGGACAAC
CCCAGTTAAT
AGAGACCATA
TGATGTAAAC
TAAGACTGCC
TTTGACTCAA

CAGAACATGT
TATCCCAAGC
CCTGCTGTGG
CAGTTCCATC
CACTCAGTCC
AGGCARGCTT
ARAGATGGTG
GTTGGCATGG
GCACCAGATT
CTCCATCCTG
CTTCATAAGA
CGGGAATTAG
CCTAACTCCA
CTTTTCTGGA
TTTCCTTCCC
CGCACAGGGA
GARGAGATCA
GCAGAGCAAC
GAAAATGAGG
ACCACAAGGG
GCAGATCCCA
CAGCAGAASG
GACCTTCGTC
GAGGAAGAGA
ACAGAACAGG
TCTGTGGCTG
AACARGGTTC
GATAGTGACT
AGCTCTCAGC
CTGGCAGCAG
ACTAGCCTTA
GAAGAGGGGA
TATGTGCGCA
GARCAACATC
CTTAAGAGGA
ATGAAGGAGC
AGGACTARCA
GCCATGACAG
GARCTTATCA
GATGAGGTTC
AAGAAACGGC
ATCCACCGGC
AATGACATGA
GTARAGGACT
GTGCGTAAAC
AMARATAGTG
CTGGATCTCT
GCTATCAACC
ATTGTCACCC
ARGRARTTTG
CGTAAGARCA

'CTTATTCTGG

CAGGAGATTG
CTTGAGARGG

CTCAGCCAGA
AACAGGGTCT
AATTACGGCA
GCCCACCTCY
AACCTTTGCT
CAGGTGGTGG
ATCTTATTCT
CAACCAAGAT
GTAAATATGG
GCCAATTGCT
TGCCAGAAAC
TGGATATTTT
AARGGGCCAA
AAAGTAAAGA
ATTCAGAAAG
TGGACTCARA
GAGCTATGGT
GACTGAAGGA
AAGATTTCCA
CCTTCATTGC
CGGGGTGTGG
ATGATAAAGA
GCCTTTCCCT
TTARAAAGTT
CTCGTTCTGG
AGCATCAAGA
TGTCATCAAC
TTGAAGAAAT
TTTCACGTGA
GCTCAGCAGC
ACTCTTCTGC
AAGAGTATGT
TACGGACTAC
GGGAAGAGAT
ACCAGGAARA
GTCCTGACCT
AATTCTGCCC
AAGAACAGGA
AGGTTGAAGG
GCAGAAARATC
GAGTTGGAARC
GCCGCACAGA
GAGATCTTCC
ACTACAAAAT
GCCTCTACCC
CAACCTACAA
GTGATGARAAA
CCTTGCTGGA
AGAAAATGAT
TTCCAGATTA
TCTCCAAGCA
CCAACAGTGT
TGAACGTCTG
ATATTTGTAC
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TGCTARAGAR
GCCCTACACG
AGATGCCTCT
TCCAGAARAG
GGAAGGAACT
AGGAGAAGAT
TATCCAGCTG
ACAACCCCGC
GTCCTATGAG
TGGGAGCTAT
CGGTGGGTAT
GCCGAGCGTA
CTCCATTGCT
AAACCTGTAT
GAATCTTGGT
TAATCCCARG
GATTTTCAGT
GGCAGCAAGA
CTTCAAGATT
CCTTGTGCTC
CTACAGAATG
AACAGGTGCT
ARAGGGATTC
GGGTGACTAC
CCCAAGGCCA
AARATCTGTT
AATCAAGTTG
TGCTTTTATT
CCTCAATTAT
AAATGGAGAA
GGTCCTGAAG
GGTACCCAGT
TCARMATTCT
GAAATTAGAA
GACAGTGTAT
AGCAGCGTCA
GCATGAGGTT
ATACCTTCAT
CTGTTTTAAG
GAGCATTTTT
TAGARGGTGT
GTCTTGGTCT
GAARAAARCT
AGTGGCATAT
AGAGRAGGAT
CTGGGAATAC
TAGGATCAGT
TGCTTCATCT
GTTTTTGAAA
GGTAGATCAG
TGTCTTGGAA
ACCACTTAAA
AGAARACAGC
AAARATCCCA
TTCCCCTTTG

ES 2324 495 T3

GCAGCTTTGG
CCTCAGCCTC
GTATTTCAAG
CAGGTAACAC
GTACAACAGC
GATGAGGAAG
AGTGAARGTG
ATGCTTCAGG
GGAGACGGTG
GAGGAGCCTG
GAGGTATCAG
CTAAGCCAGG
GGGGACAGTG
TTTCAGGGTT
TGTAAACTTG
CGGTTTGCTG
TCTGGGAARA
ARATATGCTA
CAGAACATGG
ACCCACCAAC
ATCAARCCCA
ARAGTCAGAG
AGGARGACGA
ARRGACGATG
TATAAATTAA

‘GTGGGATTTG

ARCRGCAAAC
TATAATGACC
TTTTCCAATG
CTTTGCATTA
ATACACATCA
GTAGAGGGAA
ACARGATTTT
TTTACAGTAG
ACTCATGATA
AATATCTCCT
ACTCATTTTT
GAAGTCTTTG
ACTGTCTTCA
AGCACAAATC
TTAGCCCAAT
GATGAATGGG
TTTGGTGTTA
GAACTAAAAA
ARTCCGGCTT
TACACTATGT
ATGGAATTTA
CAGRAGTTCC
TCCATTTCAA
AGTGGAGTGG
CTGGAAATAA
GTGACAGTGC
CTTARACATG
CTGATGAATG
CTGTGGATAA

Fig. 10(continuaci6n)

AGGAAGCAGA
CTGATTTGTA
ATGAGAGCAA
AGGAAGGTGA
CTCAAGCCAG
ATGCTGGGAG
GAAGTGACTC
AGAACRCARG
GGGAGGCTTC
ATCCCAAGTC
AGGAGGAAGA
TCCACCTGTC
ACTTGGACTC
CTGGGATTGT
ACCTAAAGAC
CGGTAATCAT
TGGTGTGCAC
GAGTTGTACA
TGGGGAGCTG
AATTTAGTAG
GAATTGTTCT
CAGAAATTTA
CGCGGTCCGG
ACGATAAAAA
CCCATCAGGT
TGGAACTGAC
AGTGTAGAAT
CARCCTTGGA
CTTATGCAGC
AGGTTCCATC
ATTTTICITT
GTATGGCAGA
GGTTCCCTTG
ATGCTGCAAT
TGAGGAAGAA
TGGCCATTGG
GTTTGCCCCA
AATTTTATGA
TTGATGAGGC
TTTTACACAG
CCTTGGCCCA
TGCTGAAGGG
ATGAGTACCG
CTGGTGGGCT
CCCATCTACA
TTCAGTGTAA
TGCTACAAGT
AGTCACATAT
ATGTCTCTGG
TAAAATTTTA
AACAGGACTA
AGGAGTTAGA
ATATACCCTG
GAGAAGAAGT
GGATAGACCC

29

ATTAGAAAGC
TGATACCAAC
TATGTCIGIC
AGATGGAGAT
TGTCCTGTAT
TGATGAAGAA
TGATGTGGGA
GATGGACATG
CCATGGTTTG
GAACACCCAA
AGATGAGGAG
AGAGGACGAG
TGATGAACGG
ACCGCAGCTG
CATTGCACTT
GAGGATAAGA
AGGAGCCAAG
GAAGTTGGGT
TGATGTGAAG
TTATGAGCCA
CCTTATTTIT
TGAAGCATTT
AGGTAACGGA
CAGGAAGAAA
CGTCTGCATC
TATATTTCCC
ATACCGAGTA
AGTTTGTCAC
TGCAGTTAGT
AGAGCTATGG
GGATCAGCCC
GAGAGGTGCT
TGTTGATTCA
GGTIGCTGTT
AACTTTCCAT
ACCATTTGAA
ACTTCTTCCA
AGAAATTCTT
TTATGTTGAA
TGCCATGATT
GCAGTTTTTT
AATTTCAGGC
CCATTGGATT
TTTACTACAT
CTTTTCAATA
AGCCCACCTT
TTTCAATAAA
GTGGAGTCAG
CAAAGATATT
TGGAAGTTTT
TACATCTCCT
TGGATCCTTC
CCATTCCAAA
TGACATGGAT
AGATATGTCA

CTGGACCCAA
ACATCCCTCA
TTGGATATTC
GGTGATCTTG
GAGGATTTGC
GGAGACAATC
TCTGGTGGAA
GAMAATGAAG
GAGGATAGCA
GACACAAGCT
GAGGAAGAGC
GAGGACAGTG
TCCGGAGGTA
CAAAATATTG
CGTGCCCGAA
GAGCCACGAA
AGTGAAGAAC
TTTCCAGCTA
TTTCCTATAA
GAGTTATTTC
GTTTCTGGAA
GAAAACATCT
TCCGARAACC
GGAGACAAGG
AACAACATAR
ACAGTTGCAA
AGGATCAATG
AGTGAATCAA
GCTGTGGACC
AAACACGTTG
AAAGGAGGTC
CATGTTTTCT
TACTCTGAAT
TCTAATGGCG
TATATGCTTA
ATACTGGTAG
TTGCTGAAAC
ACATGTCGTT
GTGGCTGCTT
ATAGATGAGA
GGTTGTTTCA
TATATCTATG
AAAGAGGAGC
CCCATATTTG
AAGCATCCAC
GTGATGAGAT
CTGCTAAGTC
ATGTIGGTTT
CAGCCGTTAR
GCATTTAATA
GGAACTCAGA
AATCATACAC
AGTAGAAGGA
CTTTCTGCAA
GTATIGAGGA

TGACCCCAGG
GTATGTCTCG
CCAGTGCCAC
CAGATGAAGA
TTATGTCTGA
CTTTCTCTGC
TAAGACCCAA
AARGCATGAT
ACATCAGTTA
TCAGCAGCAT
AGCGCTCTGG
AGGATTTCCA
ACGGATCCGA
TATCCACAGT
ACGCCGAATA
CCACGGCACT
AGTCCAGACT
AGTTCTTGGA
GGTTAGAAGG
CTGGTTTAAT
AAGTTGTATT
ACCCTATTCT
TGTATTTTCA
GCTTTGAARG
ATTTCCAGAG
ACTTGAATAG
ATTTAGAGGC
AACAGAGARA
CTGATGCAGG
ATGAGTTAAA
TTCATTTTGT
CTTGTGGGTA
TGTGTACATG
ATTTGGTGGA
CCATTCCTAC
ATCCATACAT
ATACCACATC
ACCCATACTC
ATGCTTCCAT
CACCTTTGAC
TATCTAGAAT
GACTTTGGAT
TAGACAAAAT
GTGGAGGAAA
ATACACTGTC
TGATTGAAAA
TGGCTAGTAC
CCACATCTGG
TAARGCAGTG
GAAAACGAAA
AATACGTGGG
TGCAAATTGA
ATAAAAAGAA
TGGATGCTGA
AGGTAGAATT
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3601
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9781

9841
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TGAGCARGCT
GCAGGAATCC
TGATATATTA
TGCAAAGATT
CTTCACTAGG
GAGCTTTCAA
TGTTCATAAT
TGACARCAGG
GGCCAACTCT
AAATCCTGAT
TCTTCCGAGT
GAAGAACGGA
CTTTGTGGAC
AAGTTATGAA
AAGGCATAAG
TCCCTTATGC
ACATGACTGG
TAGACCTTCC
AGCTGTCTTG
TAATCCAAGC
TGAGGAGGAG
ARACATGCTT
ATCTGCTTITA
GTGGAGTTTG
TATGCATCCG
ACACAGTGAC
ACATAAGCAC

TTTCTCCAGC.

CCACCATCAT
TCGACAAGCT
TTTTACTTGC
CAATTGTTGT
TCACARATTT
TCATCAATGT
GCTAACAAAG
TAACCCCTTIG
TCCGGATCTG
CACCATCATA
AATACCTGTG
CGGGAAGCCC
CAACTITCAC
TTCAGGAGCT
ATCCCAATGG
TARCCAGACC
CAAGTTTTAT
CCGTATGGCA
CGTTTTCCAT
CCGGCAGTTT
TTTCCCTAAA
CACCAGTTTT
GGGCAAATAT
TGCCGTCTGT
TGAGTGGCAG
TGCTACGCCT
ACCCGGTCGT

ES 2324 495 T3

GATTTTATGT
ATTTTGGCTT
GAACAAGAGC
GCAAARTTCCA
ATGTTTTGTT
AGTTATTTTC
CTTTGTCCTA
ARAARTAAGT
GTTACACCTG
GTGCGACTCA
TACAGGCATA
CATGTGCCAA
ATTAGGATAG
GRACTGCAAT
ATTCTCAACA
ARTGAAGCCC
AGGTTACGGT
TGTTTACCCT
ARTCCTACCA
AGTCACCCAC
ATTGATATGG
GAAAGGCCGT
ATACCCCAGC
GRACTTGCAC
GCGGCARGCG
CACCATCACC
AAACACARGC
CCTGCCAGTG
CACCACCATT
TGTCGAGAAG
TTTARARAAC
TGTTAACTTG
CRCARATAAA
ATCTTATCAT
CCCGARAGGA
GGGCCTCTAR
AACAGGAGGG
CACTRARTCA
ACGGAAGATC
TGGGCCAACT
CATAATGAAA
ARGGRAGCTA
CRTCGTAARG
GTTCAGCTGG
CCGGCCTTTA
ATGARAGACG
GAGCRAACTG
CTACACATAT
GGGTTTATTG
GATTTARACG
TATACGCAAG
GATGGCTTCC
GGCGGGGCGT
GAATARGTGA
CGGTTCAGGG

Fig. 10 (continuacion)

GGCAGTATCA
TGGAARAATT
AGTGTTTCTA
TGGTGAGCAC
GTAARAGTTG
TACAGAAGAC
AAGAAGTCTT
TTTCAGATAA
CAGTCAGTGT
TTCTTGAAGA
CCATCACTGT
GTGATCCAGC
CAGCTTTGGA
GGCTACTTAA
TGTTGACTAA
TGGTAGATCA
GTGGTGCTGT
TGCCAGAGCT
TAATTCCAGA
AGCTAGTTGG
ATACTGTTCA
CAACTCCAGG
ACTCAGCAGG
GGARGGGAAC
CTCCACTCTC
ACCATCACCA
ATARGCATGA
GCAGGTCTAT
GATAAGCTAG
TACTAGAGGA
CTCCCACACC
TTTATTGCAG
GCATTTTTTIT
GTCTGGATCT
AGCTGAGTTG
ACGGGTCTTG
ACAGCTGATA
GTAAGTTGGC
ACTTCGCAGA
TTTGGCGAAA
TARGATCACT
AAATGGAGAA
AACATTTTGA
ATATTACGGC
TTCACATTCT
GTGRGCTGGT
AAACGTTTTC
ATTCGCAAGA
AGAATATGTT
TGGCCAATAT
GCGACAAGGT
ATGTCGGCAG
AATTTTTTITA
TAATARGCGG
CAGGGTCGTT

30

GCTCCGCTAT
CCCTACTCCA
CAGAGTAAGA
ATGGACAGGA
TCCAAACATT
TATGCCAGTT
AACGTTTATT
CTATTATCGT
GAATAATGAA
AATCACCAGA
CAGTTGTITTG
TCTTTTTAAA
AGCAGTTGTT
TATGATTCAG
GAACCCACCA
ACTTTGGAAR
GGACTTGTAC
TGGGTTGGTT
GTCAGTAGCA
ATTTCAGAAC
TGATAGCCAG
GCTCTCGAARG
CTGCGACAGC
AGGTAAAGAA
AGTCTITTACT
TGAGCACAAG
CAGTAAAGAA
TCGTTCTICCTY
CGGCCGCTTT
TCATAATCAG
TCCCCCTGAA
CTTATAATGG
CACTGCATTC
GATCACTGCT
GCTGCTGCCA
AGGGGTTTTT
GAAACAGAAG
AGBCATCACCC
ATARATAARAT
ATGAGACGTT
ACCGGGCGTA
ARAAATCACT
GGCATTTCAG
CTTTTTAAAG
TGCCCGCCTG
GATATGGGAT
ATCGCTCTGG
TETGGCGTGT
TTTCGTCTCA
GGACAACTTC
GCTGATGCCG
AATGCTTAAT
AGGCAGTTAT
ATGAATGGCA
AAATAGCCGC

GAGAGAGATG
GCATCTCGGC
ATGTCAGCTT
CCACCAGCCA
GTGAAAACAA
GCAATGGCTT
TTAGACTTAA
GCAGARATGA
GTTAGAACTT
TTTTTGAATA
AGRGCCATAC
TCTTATGCTG
GATTATACTA
AATGACCCTG
TTTACTAAGA
CTTATGAATT
TTCACACTTT
CTTARTCTAA
GGCAACCAAG
CCTTTTTCCA
GCCTTCATTT
TATCGGCCAG
ACACCCACCA
CAAGCACCTT
AAGGAATCTA
ARARAGARGA
ARGGACARGG
TCCCTTTCAG
CGAATCTAGA
CCATACCACA
CCTGARACAT
TTACAAATAA
TAGTTGTGGT
TGAGCCTAGA
CCGCTGAGCA
TGCTGAAAGG
CCACTGGAGC
GACGCACTTT
CCTGGTGTCC
GATCGGCACG
TTTTTTGAGT
GGATATACCA
TCAGTTGCTC
ACCGTARAGA
ATGAATGCTC
AGTGTTCACC
AGTGARTACC
TACGGTGAAA
GCCAATCCCT
TTCGCCCCCG
CTGGCGATTC
GAATTACAAC
TGGTGCCCTT
GAAATTCGAA
TTATGTCTAT

TTGTTGCACA
TTGCACTCAC
GCTTCTGTCT
TGAAGTCACT
ACAACTTTAT .
TATTAAGAGA
TCAAGTACAA
TTGATGCCCT
TGGATAARCTT
TGGAAAAACT
GGGTACTTCA
ARTATGGCCA
ARGTGGACAG
TACCCTATGT
ACATGGAGTC
CTGGTACTTC
TTGGCCTCAG
AGGAGAAAAA
AAGCTGCAAA
GTTCTCARGA
CCCATCATTT
CTAGCTCCCG
CARARCCCCA
TGGAGATGAG
CAGCCTCCAA
AGAAGCATAA
AGCCTTTCAC
ACCGGTCCGG
GCCTGCAGTC
TTTGTAGAGG
ARAATGAATG
AGCAATAGCA
TTGTCCAAAC
AGATCCGGCT
ATAACTAGCA
AGGAACTATA
ACCTCAAAAA
GCGCCGAATA
CTGTTGATAC
TAAGAGGTTC
TATCGAGATT
CCGTTGATAT
AATGTACCTA
ARAATAAGCA
ATCCGGAATT
CTTGTTACAC
ACGACGATTT
ACCTGGCCTA
GGGTGAGTTT
TTTTCACCAT
AGGTTCATCA
AGTACTGCGA
AARCGCCTGE
AGCAAATTCG
TGCTGGTTTA



12721
12781
12841
12901

ES 2324 495 T3

Fig. 10 {continuacién)

CCGGTTTATT GACTACCGGA AGCAGTGTGA CCGTGTGCTT CTCAAATGCC TGAGGCCAGT
TTGCTCAGGC TCTCCCCGTG GAGGTAATAA TTGACGATAT GATCATTTAT TCTGCCTCCC
AGAGCCTGAC ATTCATCCGG GGTCAGCACC GTTTCTGCGG ACTGGCTTIC TACGTIGTTCC
GCTTCCTTTA GCAGCCCTTG CGCCCTGAGT GCTTGCGGCA GCGTGAAGCT

Fig. 11

Rsrll

pFBDO[HisTEVTAF6TAF9]his

31



ES 2324 495 T3

Fig. 12

SEQ pFBDO{HiSTEVB032]his: 8735 bp;

Cumposicion

2196 A; 2272 C; 2120 G; 21487 T; o OTROS

15

TTATTAATGT
GACGCGCCCT
GCTACACTTG
ACGTTCGCCG
AGTGCTTTAC
CCATCGCCCT
GGACTCTTGT
TAAGGGATTT
ARCGCGAATT
GTGCGCGGAA
AGACAATAAC
CATTTCCGTG
CCAGAAACGC
ATCGAACTGG
CCAATGATGA
GGGCAAGAGC
CCAGTCACAG
ATAACCATGA
GAGCTAACCG
CCGGAGCTGA
GCAACAACGT
TTAATAGACT
GCTGGCTGGT
GCAGCACTGG
CAGGCAACTA
CATTGGTAAC
TTTTAATTTA
TAACGTGAGT
GCGGTGGTTT
AGCAGAGCGC
AAGAACTCTG
GCCAGTGGCG
GCGCAGCGGT
TACACCGAAC
AGAAAGGCGG
CTTCCAGGGG
GAGCGTCGAT
GCGGCCTTTT
TTATCCCCTG
CGCAGCCGAA
CGGTATTTTC
GGCAAAATCG
CRATAAAGTC
ACAGAATAGT
TGTTATGGCT
GGGGCGTGGC

TTGTAATTGA
GTAGCGGCGC
CCAGCGCCCT
GCTTTCCCCG
GGCACCTCGA
GATAGACGGT
TCCAAACTGG
TGCCGATTTC
TTAACARAAT
CCCCTATTTG
CCTGATAAAT
TCGCCCTTAT
TGGTGAAAGT
ATCTCAACAG
GCACTTTTAA
AACTCGGTCG
AAARGCATCT
GTGATARCAC
CTTTTTTGCA
ATGAAGCCAT
TGCGCAAACT
GGATGGAGGC
TTATTGCTGA
GGCCAGATGG
TGGATGAACG
TGTCAGACCA
AARGGATCTA
TTTCGTTCCA
GTTTGCCGGA
AGATACCAAA
TAGCACCGCC
ATARGTCGTG
CGGGCTGARC
TGAGATACCT
ACAGGTATCC
GAAACGCCTG
TITTGTGATG
TACGGTTCCT
ATTCTGTGGA
CGACCGAGCG
TCCTTACGCA
GTTACGGTTG
TTARACTGAA
TGTAAACTGA
AAAGCAAACT
CAAGGGCATG

Porcentaje: 25.1% A; 26.0% C; 24.3% G; 24.6% T; 0.0%0TROS
Peso molecular (kDa) : 9SDNA: 2694.12 dsDNA: 5385.
PLABRA CLAVE CIRCULAR

ORIGEN

1 TTCTCTGTCA CAGAATGAAA ATTTTTCTGT CATCTCTTCG
61 CTGAATATCA ACGCTTATTT GCAGCCTGAA TGGCGAATGG
121 ATTAAGCGCG GCGGGTGTGG TGGTTACGCG CAGCGTGACC
181 AGCGCCCGCT CCTTTCGCTT TCTTCCCTTC CTTTCTCGCC
241 TCAAGCTCTA AATCGGGGGC TCCCTTTAGG GTTCCGATTT
a0 CCCCAAARAAA CTTGATTAGG GTGATGGTTC ACGTAGTGGG
sl TTTTCGCCCT TTGACGTTGG AGTCCACGTT CTTTAATAGT
421 AACAACACTC AACCCTATCT CGGTCTATTC TTTTGATTTA
401 GGCCTATTGG TTAAAAAATG AGCTGATTTA ACARAAATTT
541 ATTAACGTTT ACAATTTCAG GTGGCACTTT TCGGGGAAAT
601 TTTATTTTTC TAAATACATT CAAATATGTA TCCGCTCATG
661 GCTTCAATAAR TATTGAAAAA GGAAGAGTAT GAGTATTCAA
721 TCCCTTTTTT GCGGCATTTT GCCTTCCTGT TTTTGCTCAC
781 AAAAGATGCT GAAGATCAGT TGGGTGCACG AGTGGGTTAC
841 CGGTAAGATC CTTGAGAGTT TTCGCCCCGA AGARCGTTIT
901 AGTTCTGCTA TGTGGCGCGG TATTATCCCG TATTGACGCC
961 CCGCATACAC TATTCTCAGA ATGACTTGGT TGAGTACTCA
1021 TACGGATGGC ATGACAGTAA GAGAATTATG CAGTGCTGCC
1081 TGCGGCCAAC TTACTTCTGA CAACGATCGG AGGACCGAAG
1131 CAACATGGGG GATCATGTAA CTCGCCTTGA TCGTTGGGAA
1201 ACCAAACGAC GAGCGTGACA CCACGATGCC TGTAGCAATG
1261 ATTAACTGGC GAACTACTTA CTCTAGCTTC CCGGCAACAA
1321 GGATAAAGTT GCAGGACCAC TTCTGCGCTC GGCCCTTCCG
1381 TARATCTGGA GCCGGTGAGC GTGGGTCTCG CGGTATCATT
1441 TARGCCCTCC CGTATCGTAG TTATCTACAC GACGGGGAGT
1501 AAATAGACAG ATCGCTGAGA TAGGTGCCTC ACTGATTAAG
1561 AGTTTACTCA TATATACTTT AGATTGATTT AAAACTTCAT
1621 GGTGAAGATC CTTTTTGATA ATCTCATGAC CAAAATCCCT
1681 CGTAATCTGC TGCTTGCAAA CAAAARAAACC ACCGCTACCA
1741 TCAAGAGCTA CCAACTCTTT TTCCGAAGGT AACTGGCTTC
1801 TACTGTCCTT CTAGTGTAGC CGTAGTTAGG CCACCACTTC
1861 TACATACCTC GCTCTGCTAA TCCTGTTACC AGTGGCTGCT
1921 TCTTACCGGG TTGGACTCAA GACGATAGTT ACCGGATAAG
1981 GGGGGGTTCG TGCACACAGC CCAGCTTGGA GCGARACGACC
2041 ACAGCGTGAG CATTGAGAAA GCGCCACGCT TCCCGAAGGG
2101 GGTAAGCGGC AGGGTCGGAA CAGGAGAGCG CACGAGGGAG
2161 GTATCTTTAT AGTCCTGTCG GGTTTCGCCA CCTCTGACTT
2221 CTCGTCAGGG GGGCGGAGCC TATGGAAAAA CGCCAGCAAC
2281 GGCCTTTTGC TGGCCTTTTG CTCACATGTT CTTTCCTGCG
2341 TAACCGTATT ACCGCCTTTG AGTGAGCTGA TACCGCTCGC
2401 CAGCGAGTCA GTGAGCGAGG ARGCGGAAGAR GCGCCTGATG
2461 TCTGTGCGGT ATTTCACACC GCAGACCAGC CGCGTAACCT
2521 AGTAATAAAT GGATGCCCTG CGTAAGCGGG TGTGGGCGGA
2581 CAARATAGAT CTAAACTATG ACAATAAAGT CTTAAACTAG
2641 AATCAGTCCA GTTATGCTGT GAAAAAGCAT ACTGGACTTT
2701 CTTCATTTTC TGAAGTGCAA ATTGCCCGTC GTATTAAAGA
2761 GTAAAGACTA TATTCGCGGC GTTGTGACAA TTTACCGAAC
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AACTCCGCGG

CCGGGAAGCC



2821
2881
2941
Jool
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
48l
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3301
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
S161
5221
5281
S341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061

GATCTCGGCT
TTCTTCCCGT
TTGCACGTAG
CGCGGTGGCA
CTCACTACGC
TTCTTGGTICG
ATCGGAGTCC
ATCAAGAGCA
GCCCATACTT
CTTGCTGCTT
AAACCGCCAC
AGCGCATACG
GTGCCTTCAT
AGGCATTTCT
CATTGGCGGC
AGGAGATCGG
TGGTTCGCAT
ATAGTTCTAG
GCAGGGCTTG
TGGGGTGGGG
TCGACAGAGT
GTGCGTTTTA
CTTCCGTGTT
AGCACCATGG
TAATTTACAG
CTATAATATA
ACTCCGGAAT
AAGTATTTTA
ATTCATACCG
TCACGGAGAA
TCATTTGACG
CTTCATCATT
ACTACATGGT
GAGGGACATG
ATTTAGAGAG
GAGCATGTCT
CTGGAAGCAT
AGATGGGTTC
CACAAGCGTG
TAGTGGTTGG
CAAACCTGAA
GTACTCGCAA
GCTGAAGCTT
GGGCATCGCC
CATCAAAGAG
CACCACCAGT
CCACGCCCAG
CTATGAGGAG
CCTGGACGTC
CGAGAACCCG
GTCAGCCAAG
CACAGCCGAC
GCGACTGAAG

- GATCACCGAG

TGCCACGGAC
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TGAACGAATT
ATGCCCAACT
ATCACATAAG
ATGCCCTGCC
GGCTGCTCAA
ARGGCAGCAR
GGCTGATGTT
GCCCGCATGG
GAGCCACCTA
GGATGCCCGA
TGCGCCGTTA
CTACTTGCAT
CCGTTTCCAC
GTCCTGGCTG
CTTGCTGTTC
TAGACCTCGG
CCTCGGTTTT
TGGTTGGCCT
CCGCCCCGAC
ARRAGGAAGA
GCCAGCCCTG
TTCIGTCTTT
TCAGTTAGCC
CTCGAGATCC
TATAGTATTT
TTGTGTTGGG
ATTAATAGAT
CTGTTTTCGT
TCCCACCATC
AGCTTGTTTA
AATGAATCTG
ACARACAAGC
GTATTCAAGG
ATAATTATTC
CCACAAAGGG
AGCATGGTGT
TGGATTCARA
ATTGTTGGTA
CCGAARAACT
CGATTAAATG
GAGCCTTTTC
GGTGGTGGTG
AGCARCACTG
CAGATTCAGG
ATCGCACAGG
GACATTGACT
GAGTTCATTC
ARGGAGGTTG
TGCCTCARAG

CCCCCAGCTC:

CCAGGCCAGG
GGCAAAGGGA
CCCCGGAGCA
GCCTGCGTGG
CCTGGACTGT

Fig 12 (continuacidn)

GTTAGGTGGC
TTGTATAGAG
CACCAAGCGC
TCCGGTGCTC
ACCTGGGCAG
GCGCGATGAA
GGGARGTAGGT
ATTTGACTTG
ACTTTGTTTT
GGCATAGACT
CCACCGCTGC
TACAGTTTAC
GGTGTGCGTC
GCGAACGAGC
TTCTACGGCA
CCGTCGCGGC
CTGGAAGGCG
ACAGCTTTGT
GTTGGCTGCG
AACGCGGGCG
GGACCGAACC
TTATTGCCGT
TCCCCCATCT
CGGGTGATCA
TAATTAATAT
TTGAATTAAA
CATGGAGATA
AACAGTTTTG

GGGCGCGGAT

AGGGACCACG
ATGGGCACAC
ACTTGTTTAG
TCAAGAACAC
GCATGCCTAA
AAGAGCGCAT
CAGACACTAG
CCAAGGATGG
TACACTCAGC
TCATGGAARTT
CTGACTCAGT
AGCCAGTTAA
AAAACCTGTA
TGCTGCCCTC
AGGAGACCTG
ATGCCTTGAA
ACGCCTTGAA
CTTTCCGCTT
ATCTGAGCGA
CTCATTGGCT
CCAAAGAGCA
AGGAAGACGG
AAGAGAAGAA
TCCACGAGTT
GCTCCTGCGA
ATCAGATGCT
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GGTACTTGGG
AGCCACTGCG
GTTGGCCTCA
GCCGGAGACT
AACGTAAGCC
TGTCTTACTA
GGCTACGTCT
GTCAGGGCCG
AGGGCGACTG
GTACAAAAAA
GTTCGGTCAA

‘GAACCGAACA

ACCCGGCAAC
GCAAGGTTTC
AGGTGCTGTG
GCTTGCCGGT
AGCATCGTTT
TTAAACAARG
AGCCCTGGGC
TATTGGTCCC
CCGCGTTTAT
CATAGCGCGG
CCCGGTACCG
AGTCTTCGTC
ACARATGATT
GGTCCGTATA
ATTAAAATGA
TAATAAAAAA
CCTCGAGATG
TGATTACAAC
AACATCGTTG
AAGAAATAAT
CACGACTTTG
GGATTTCCCA
ATGTCTTGTG
TTGCACATTC
GCAGTGTGGC
ATCGAATTTC
GTTGACAAAT
ATTGTGGGGG
GGAAGCGACT
CTTCCAGGGT
GGAGTCCATG
CCAGCTGCTA
GTTCATGCAC
GCTRAAGAAT
CGCCTCTGGT
CATCATCAAT
GAGCATCGAG
ACAGAAGGCT
ACCCCTGAAG
GGCGCCGCCe
GTCTGTGGAG
GGCCAAGAGG
GCCACGGTTC

TCGATATCAA
GGATCGTCAC
TGCTTGAGGA
GCGAGATCAT
GCGAGAGCGC
CGGAGCAAGT
CCGAACTCAC
AGCCTACATG
CCCTGCTGCG
ACAGTCATAA
GGTTCTIGGAC
GGCTTATGTC
CTTGGGCAGC
GGTCTCCACG
CACGGATCTG
GGTGCTGACC
GTTCGCCCAG
CTGTACCCGT
CTTCACCCGA
AATGGGGTCT
GAACAAACGA
GTTCCTTCCG
CATGCTATGC
GAGTGATTGT
TGATAATAAT
CTAGTATCGA
TAACCATCTC
ACCTATARAT
GGTAACCATC
CCGATATCGA
TATGGTATTG
GGAACACTIGT
CAACAACACC
CCATTTCCTC
ACAACCAACT
CCTTCATCTG
AGTCCATTAG
ACCAACACAA
CAGGAGGCGC
GGCCATAAAG
CAACTCATGA
AACCACGCTG
AAGGTGGTGG
ACGGATGAGG
ATGGGGAAGC
GTCGAGCCAC
GGGGGCCGGG
ACCCCTCTGC
GGCTGCCAGC
GAAGCCACAG
GGCAAAGGTC
TTGCTGGAGG
CAGCAGCTCT
GCGGAAGCCC
AGTACCTTTA

AGTGCATCAC
CGTAATCTGC
GATTGATGAG
AGATATAGAT
CAACAACCGC
TCCCGAGGTA
GACCGARAAG
TGCGAATGAT
TAACATCGTT
CAAGCCATGA
CAGTTGCGTG
AACTGGGTTC
AGCGAAGTCG
CATCGTCAGG
CCCTGGCTTC
CCGGATGARG
GACTCTAGCT
AGTGGCTATG
ACTTGGGGGT
CGGTGGGGTA
CCCAACACCC
GTATTGTCIC
ATCAGCTGCT
AAATAAAATG
TCTTATTTAA
TTCGCGACCT
GCAAATAAAT
ATTCCGGATT
ATCATCATCA
GCACCATTTG
GATTTGGTCC
TGGTCCAATC
TCATTGATGG
AAAAGCTGAA
TCCAAACTAA
ATGGCATATT |
TATCAACTAG
ACAATTATTT
AGCAGTGGGT
TTTTCATGAG
ATGAATTGGT
AGGAGAAGAA
CTGAATCCAT
TCAGCTACCG
GGCAGAAGCT
TCTATGGCTT
AGCTTTACTT
CCCGGGTGCC
CAGCTATCCC
AACCCCTGAR
AAGGGGCCAC
GGGCCCCCTT
ACTACAAGGA
TGCAAAGCAT
TCTCGGAGGG



6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
€721
6781
6841
6901
6961
7021
7081
7141
7201
7261
7321
7381
7441
7501
7561
7621
7681
7741
7801
7861
7921
7981
8041
8101
8161
8221
8281
8341
8401
8461
8521
8581
8641
8701

GGTCCGTGTG
GAAAGCGCTG
AGCTGTGATG
CTGGGCACTC
AACCACTAAC
GARGACGCCC
TGTTATCAAG
GCTGGACGGC
CCTGCTGAAA
CGCCTATCGG
TCGGGCCCAG
GCCCCGGCCC
GCTGAAGGTT
TGCCCCACCA
CGCCCCATCC
CACCACTTCG
CACCGCCACC
CATCGTGGTC
TCCAGTTCCT
GAAGCAGGAG
CCAGCCCAAC
GTATTTTCAG
GATGATGGCA
TCAGATGTTG
TTCAAGCCAT
CCGCGCTGAT
GCAAAGAAAT
TGATAGATAC
AACTTCTGCG
AAGTACTCCC
GACTCCCATG
AGCTGTAARAA
ATTAATCGGG
CAATGAATCA
TGATGATGAC
CGGCCGCTTT
TCATAATCAG
TCCCCCTGAA
CTTATAATGG
CACTGCATTC
GATCACTGCT
TTGTCATTTT
CACTCTTCCC
ACTCCATGTG

ES 2324 495 T3

ARCGTGGTTC
ATGGACAACC
ACCTGCATCG
CGAGACTTTG
ARCATCCAGT
TGGACGACTC
ACTCTGATTC
CCTGTGCTGA
CACTGTGCTC
GCAGAATTCG
GCTGCTCTGC
ACGCTGACCC
CCTGGCTCCA
CAGCCTTCCC
ACCCAGCAGG
CCCGTCACCA
ACCGCACCCC
TCACTTCCCC
CCCCCGGCAT
GCTGGGGACA
TCCGGCTCCC
GGCGAGTCTG
CARATCCTGA
GAGTTTGCCT
GCTAAGAAAG
CAGTCTTTTA
CARACCCCTT
TGCTTARCAG
GGAAGAATAA
ACACTAGGCA
TCCCTCACAG
GCTTCAATTC
TCCAARRACA
TCAAATGCAT
TATGATAATC
CGAATCTAGA
CCATACCACA
CCTGARACAT
TTACAAATAA
TAGTTGTGGT
TGAGCCTAGG
TAATTTTCCT
TAAATAATCC -
ACAAACCGTC

Fig 12 ‘(continuacién)

AGAACAACCT
CCACGCTCTA
TGAGCAGACA
CTGCCCGCCT
CCCGGATCAC
GTTATGGCTC
TGCCCCGGCT
GCAACATTGA
CTGTTCTGGC
GGTCCCTTGG
AGGCTCAGCA
TCTCGCAGGC
TCGCACTTCC
CTCCTCCARC
TCCTGTCCCT
CCACCGTCCC
CCAGCACTGC
CAACAGGGGA
CGTCCCCGTC
GTCCCCCTCC
CTCAGCCTGC
GCAAGACGGC
AGGATATGGG
TCCGATATGT
CTACTGTTGA
CCTCTCCTCC
TGCCATTGAT
CTCCAAACTA
CAGTCCCGCG
CACCAACCCC
GTCAAAGGTT
CTGCAACCTC
TTCTTATTAC
TGAAAAGARAR
TGCGGTCCGG
GCCTGCAGTC
TTTGTAGAGG
AAAATGAATG
AGCAATAGCA
TTGTCCARAC
AGATCCGAAC
ATTAGCTTAC
TTAAAAACTC
ATCTTCGGCT
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GGCCCTACTC
TCTAGAAAAA
GTTGIGCCTG
GGTGGCCCAG
CAAGACCTTC
CATCGCAGGC
GCAGCAGGAA
CCGGATTGGA
AAAGCTGCGC
GCCCCTCCTC
GGTCAACAGG
CCCACAGCCT
TGTCCAGACA
CAAGTTTATT
CAGCACCTCG

CAGCGTGCAG

TCCCTCTGGT
GGGCAAAGGA
CCCACTCAGC
AGCTCCAGGG
TCCGCGGTCC
TTCTCCCARG
GATTACAGAR
GACCACAATT
TGCAGATGAT
CCCAAGAGAT
CAAGCCATAT
TAGGCTGARA
GTTAAGTGTT
ACAGACCATG
TACAGTACAG
AGCAGTTCAG
CACTAATATG
ACGTGAAGAT
CCACCATCAT
TCGACAAGCT
TTTTACTTGC
CAATTGTTGT
TCACAAATTT
TCATCAATGT
CAGATAAGTG
GACGCTACAC
CATTTCCACC
ACTTT

ATCTACCTGA
TACGTCCATG
CGACCAGATG
ATCTGCAAGC
ACCAAGAGCT
TTGGCTGAGC
GGGGAGCGGA
GCAGACCATG
CCACCGCCTG
TGCTCCCAGG
ACCACTCTGA
GGCCCTCGCA
CTGGTGTCTG
GTAATGTCAT
GCCCCCGGCT
CCCATCGTCA
CCTGGGAGTG
GGCCCCACCT
GGCAGTGCCC
ACTCCAAAAG
GGTGGTGGTG
AGCATGCCGA
TATGAGCCAA
CTAGATGATG
GTGCGATTGG
TTTTTATTAG
TCAGGTCCAA
TCTTTACAGA
GGTTCAGTTA
TCTGTTTCAA
ATGCCTACTT
AATGTTCTGA
ATGTCATCAC
GATGATGATG
CACCACCATT
TGTCGAGAAG
TTTAAAAAAC
TGTTAACTTG
CACAAATAAA
ATCTTATCAT
AAATCTAGTT
CCAGTTCCCA
CCTCCCAGTT

TGCGTATGGT
AGCTGATTCC
TGGACAATCA
ATTTTAGCAC
GGGTGGACGA
TGGGACACGA
TCCGCAGTGT
TGCAGAGCCT
ACAATCAGGA
TGGTCAAGGC
CCATCACGCA
CCCCTGGCTT
CACGAGCGGC
CGTCCTCCAG
CAGGTTCCAC
AGTTGGTCTC
TCCAGAAGTA
CCCATCCTTC
TTTGTGGGGG
CCAATGGCTC
GTGAAAACCT
AAGATGCACA
GAGTTATAAA
CAAAAATTTA
CAATCCAGTG
ATATTGCAAG
GGTTGCCACC
ARAAGGCATC
CTAGCAGACC
CTAAAGTAGG
CTCAGTCTCC
TTAATCCATC
AAAATACTGC
ACGATGATGA
GATAAGCTAG
TACTAGAGGA
CTCCCACACC
TTTATTGCAG
GCATTTTTTT
GTCTGGATCT
CCAAACTATT
TCTATTTTGT
CCCAACGCCA
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Eidgendossische Technische Hochschule Ziirich
Berger, Imre
Fitzgerald, Daniel J.
Richmond, Timothy J.

<120> Expresion recombinante de complejos de multiproteinas utilizando poligenes
<130> T-05-019

<150> EP 05024271.8
<151>2005-11-08

<160> 5

<170> Patentln version 3.1

<210>1

<211> 607

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Producto PCR que codifica hTBPc

<400> 1

cgaattcctc
gattgtaccg
aaagaccatt
aatcatgagg
gtgcacagga
tgtacagaag
gagctgtgat
tagtagttat
tgttctectt

aatttatgaa
gtccggc

gagcggtccg
cagctgcaaa
gcacttcgtg
ataagagagc
gccaagagtg
ttgggttttc
gtgaagtttc
gagccagagt
atttttgett

gcatttgaaa acatctaccc tattctaaag ggattcagga agacgacgcg

gaggtaacgg
atattgtatc
cccgaaacgce
cacgaaccac
aagaacagtc
cagctaagtt
ctataaggtt
tattrcctgg
ctggaaaagt

atccgaaaac
cacagtgaat
cgaatataat
ggcactgatt
cagactggca
cttggacttc
agaaggecctt
tttaatctac
tgtattaaca

ctgtattttc
cttggttgta
cccaagcggt
ttcagttctg
gcaagaaaat
aagattcaga
gtgctcacce
agaatgatca

ggtgctaaag

agggttctgg
aacttgacct
ttgctgcggt
ggaaaatggt
atgctagagt
acatggtggg
accaacaatt
aacccagaat

tcagagcaga

<210>2

<211> 196

<212> PRT

<213> Homo sapiens

60
120
180
240
300
360
420
480
540

600
607
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<400> 2
Arg
1
Ile
LyS
ASD
Thr
65
Lys
val
AsSn
Leu
Pro

145

Phe
Ile

Lys

<210>3
<211> 6959
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

Ser

val

Leu

Pro

50

Ser

Gln

Met

val

130

Gly

val

Tyr

Thr

Gly

Pro

Asp

35

Lys

Ala

Glu

Lys

val

115

Leu

teu

Ser

Glu

Thr
195

Gly Asn
5

GIn Leu
20

Leu Lys
Arg Phe
Leu Ile

Glu GIn
8S

Leu Gly
100

Gly Ser
Thr His
Ile Tyr

Gly Lys
165

Ala phe
180

Arg

<223> Plasmido pFBDO[hTBPC]3

ES 2324 495 T3

Gly ser

Gln Asn

Thr Ile

Ala Ala
55

Phe Ser
70

ser Arg

Phe Pro

Cys Asp

Gln GlIn
135

Arg Met

Glu

Ile

Ala

40

val

Ser

Leu

Ala

val

120

Phe

Ile

Leu

Ile

AsSn

val

25

Leu

Ile

Gly

Ala

ser

Lys

Thr

Tyr
185

Leu

10

Ser

Arg

Met

Lys

Ala

90

Phe

phe

Ser

Pro

Gly

Pro

TYyr

Thr

Ala

Arg

Met

75

Arg

Leu

Pro

TYyr

Ar

15

Ala

Ile

Phe

val

Arg

Ile

60

val

Lys

Asp

Ile

Glu

140

Ile

Lys

Leu

GlIn

AsSh

ASn

45

Arg

Cys

Tyr

Phe

Ar

12

Pro

val

val

Lys

Gly
Leu
30

Ala
Glu

Thr

Ala

Glu

Leu

Arg

ser

Gly

Glu

Pro

Gly

Arg

95

Ile

Glu

Leu

Leu

Ala

175

Phe

Gly

Cys

Arg
Ala
80

val
GIn
Gly
Phe
1le
160

Glu

Arg
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<400> 3

ttctcrgtca
ctgaatatca
attaagcgcg
agcgeccgct
tcaagctcta
ccccaaaaaa
ttttcgecct
aacaacactc
ggcctattgg
attaacgttt
tttattrttc
gcttcaataa
tcccttrttt
aaaagatgct
cggtaagatc
agttctgcta
ccgecatacac
tacggatggc
tgcggccaac
caacatgggg
accaaacgac
attaactggc
ggataaagtt
taaatctgga
taagccctec

aaatagacag

cagaatgaaa

acgcttattt
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atrtttcigt

gcagcctgaa

gcgggtgtgg tggttacgeg

cctttcgett
aatcgggggc
cttgattagg
ttgacgttgg
aaccctatct
ttaaaaaatg
acaatttcag
taaatacatt
tattgaaaaa
gcggcatttt
gaagatcagt
cttgagagtt
tgtggcgegg
tattctcaga
atgacagtaa
ttacttctga
gatcatgtaa
gagcgtgaca
gaactactta
gcaggaccac
gccggtgage
cgtatcgtag

atcgctgaga

tcttcecttce
tccctttagg
gtgatggttc
agtccacgtt
cggtctattc
agctgattta
gtggcacttt
caaatatgta
ggaagagtat
gccttcctgt
tgggtgcacg
ttcgeccccga
tattatcccg
atgacttggt
gagaattatg
caacgatcgg
ctcgecttga
ccacgatgcc
ctctagettc
ttctgcgetc
gtgggtctcy
ttatctacac

taggtgcctc

catctcttcg
tggcgaatgg
cagcgtgacc
ctttctegec
gttccgattr
acgtagtggg
ctttaatagt
ttttgattta
acaaaaattt
tcggggaaat
tccgetcatg
gagtattcaa
ttttgctcac
agtgggttac
agdacgtrrt
tattgacgcc
tgagtactca
cagtgctgec
aggaccgaag
tcgttgggaa
tgtagcaatg
ccggcaacaa
ggcectrecg
cggtatcatt
gacggggagt
actgattaag

ttattaatgt
gacgcgeect
gctacacttg
acgttcgecg
agtrgctrttac
ccatcgeect
ggactcttgt
taagggattt
aacgcgaatt
gtgcgcggaa
agacaataac
catttccgtg
ccagaaacgc
atcgaactgg
ccaatgatga
gggcaagagc
ccagtcacag
ataaccatga
gagctaaccg
ccggagctga
gcaacaacgt
ttaatagact
gctggctggt
gcagcactgg
caggcaacta

cattggtaac

ttgtaattga
gtagcggcge
ccagcgecct
gctttccccg
ggcacctcga
gatagacggt
tccaaactgg
tgccgatttc
ttaacaaaat
cccctatttg
cctgataaat
tcgcccttat
tggtgaaagt
atctcaacag
gcactrttaa
aactcggtcg
aaaagcatct
gtgataacac
cttttttgca
atgaagccat
tgcgcaaact
ggatggaggc
ttattgctga
ggccagatgg
tggatgaacg

tgtcagacca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
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agtttactca
ggtgaagatc
cgtaatctgc
tcaagagcta
tactgtcctt
tacatacctc
tcttaccggg
g9gg9ggttcg
acagecgtgag
ggtaagcggc
gtatctttat
ctcgtcaggg
ggccttttgce
taaccgtatt
cagcgagtca
tctgtgcegat
agtaataaat
caaaatagat
aatcagtcca
cttcattttc
gtdaagacta
gatctcgget
ttcttcccgt
ttgcacgtag
cgcggtggca
ctcactacgc
ttettggtcg
atcggagtcc
atcaagagca
gcccatactt
cttgctgcett
aaaccgccac
agcgcatacg
gtgccttcat

tatatacttt
ctttttgata
tgcttgcaaa
ccaactcttt
ctagtgtagc
gctctgctaa
ttggactcaa
tgcacacagc
cattgagaaa
agggtcggaa
agtcctgtcg
9ggcggagec
tggcettttg
accgectttg
gtgagcgagg
atttcacacc
ggatgccctg
ctaaactatg
gttatgctgt
tgaagtgcaa
tattcgegge
tgaacgaatt
atgcccaact
atcacataag
atgccctgcec
ggctgctcaa
aaggcagcaa
ggctgatgtt
gccecgeatgg
gagccaccta
ggatgcccga
tgcgeegtta
ctacttgcat

ccgtttccac
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agattgattt
atctcatgac
caaaaaaacc
ttccgaaggt
cgtagttagg
tcetgttacc
gacgatagtt
ccagcttgga
gcgecacget
caggagagcg
ggtttcgcca
tatggaaaaa
ctcacatgtt
agtgagctga
aagcggaaga -
gcagaccagc
cgtaageggg
acaataaagt
gaaaaagcat
attgcccgte
gttgtgacaa
gttaggtggc
ttgtatagag
caccaagcgc
tceggtgetce
acctgggcag
gcgcgatgaa
gggagtaggt
atttgacttg
actttgtttt
ggcatagact
ccaccgetge
tacagtttac

ggtgtgcgtc

aaaacttcat
caaaatccct
accgctacca
aactggcttc
ccaccacttc
agtggctgct
accggataag
gcgaacgacc
tcccgaaggg
cacgagggag
cctctgactt
cgccagcaac
ctttcctgeg
taccgctcge
gcgectgatg
cgcgtaacct
tgtgggcgga
cttaaactag
actggacttt
gtattaaaga
tttaccgaac
ggtacttggg
agccactgcg
gttggcctca
gccggagact
aacgtaagcc
tgtcttacta
ggctacgtct
gtcagggccg
agggcgactg
gtacaaaaaa
gttcggtcaa
gaaccgaaca

acccggcaac

ttttaattta
taacgtgagt
gcggtggttt
agcagagegc
aagaactctg
gccagtggcg
gcgcageggt
tacaccgaac
agaaaggcgg
cttccagggg
gagcgtcgat
gcggectttt
ttatccectg
cgcagccgaa
cggtattttc
ggcaaaatcg
caataaagtc
acagaatagt
tgttatggct
ggggcgtggc
aactccgcegg
tcgatatcaa
ggatcgtcac
tgctrgagga
gcgagatcat
gcgagagege
cggagcaagt
ccgaactecac
agectacatg
ccectgetgeg
acagtcataa
ggttctggac
ggcttatgtc
cttgggcagce

aaaggatcta
tttegttcca
gtttgccgga
agataccaaa
fagcaccgcc
ataagtcgtg
cgggctgaac
tgagatacct
acaggtatcc
gaaacgcctg
ttttgtgatg
tacggttcct
attctgtgga
cgaccgagcg
tccttacgca
gttacggttg
ttaaactgaa

tgtaaactga

aaagcaaact

caagggcatg
ccgggaagec
agtgcatcac
cgtaatctgc
gattgatgag
agatatagat
caacaaccgc
tcccgaggta
gaccgazaag
tgcgaatgat
taacatcgtt
caagccatga
cagttgcgtg
aactgggttc
agcgaagtcg

1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000

- 3060

3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
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aggcatttct
cattggcggc
aggagatcgg
tggttcgcat
atagttctag
gcagggettg
tggg9tg9qg
tcgacagagt
gtgcgtttta
cttcegtgtt
agcaccatgg
taatttacag
ctataatata
actccggaat
aagtatttta
attcataccg
atggaaaaag
cggggcagct
gggctcccat
tggttgtaaa
taagcggttt
cagttctggg
aagaaaatat
gattcagaac
gctcacccac
aatgatcaaa
tgctaaagtc
attcaggaag
tgggattgta
cctaaagacc
ggtaatcatg
ggtgtgcaca
agttgtacag
ggggagctgt
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gtcctggctg gcgaacgage gcaaggttte

cttgctgttc
tagacctcgg
cctcggtttt
tggttggect
ccgcececgac
aaaaggaaga
gccagcectg
ttctgtcttt
tcagttagcc
ctcgagatce
tatagtattt
ttgtgttggg
attaatagat
ctgttttcgt
tcccaccatc
aatttcatag
agctggagec
atgtctggga
cttgacctaa
gctgcggtaa
aaaatggtgt
gctagagttg
atggtgggga
caacaattta
cccagaattg
agagcagaaa
acgacgcggt
ccgcagectge
attgcacttc
aggataagag
ggagccaaga
aagttgggtt
gatgtgaagt

ttctacggca
ccgtegegge
ctggaaggcg
acagctttgt
gttggctgcg
aacgcgggcg
ggaccgaacc
ttattgecgt
tcccccatct
cgggtgatca
taattaatat
ttgaattaaa
catggagata
aacagttttg
gggcgcggat
ccgtctcage
acccgcagtt
ttgtaccgca
agaccattgce
tcatgaggat
gcacaggagc
tacagaagtt
gctgtgatgt
gtagttatga
ttctecttat
tttatgaagc
ccggaggtaa
aaaatattgt
gtgcccgaaa
agccacgaac
gtgaagaaca
ttccagctaa

ttcctataag

aggtgctgtg
gcttgecggt
agcatcgttt
ttaaacaaag
agccctggge
tattggtccc
ccgegtttat
catagcgcgg
ccecggtaccg
agtcttcgtce
acaaatgatt
ggtccgtata
attaaaatga
taataaaaaa
cctcgagatg
agccaaccge
cgaaaaaggc
gctgcaaaat
acttcgtgcec
aagagagcca
caagagtgaa
gggttttcca
gaagtttcct
gccagagtta
trttgttrct
atttgaaaac
cggatccgaa
atccacagtg
cgccgaatat
cacggcactg
gtccagactg
gttcttggac
gttagaaggc

ggtctccacg
cacggatctg
ggtgctgacc
gttcgcccag
ctgtacccgt
cttcacccga
aatggggtct
gaacaaacga
gtrccttecg
catgctatge
gagtgattgt
tgataataat
ctagtatcga
taaccatctc

acctataaat

‘ggtaaccatg

tttaagaaaa
gccgacgacg
aftgtatcca
cgaaacgccg
cgaaccacgg
gaacagtcca
gctaagttct
ataaggttag
tttcctggtt
ggaaaagttg
atctacccta
aacctgtatt
aatcttggtt
aatcccaagc
attttcagtt
gcagcaagaa
ttcaagattc
cttgtgctca

catcgtcagg
ccctggette
ccggatgaag
gactctagct
agtggctatg
acttgggggt
cggtggggta
cccaacaccce
gtattgtctc
atcagctgct
aaataaaatg
tcttatttaa
ttcgcgacct
gcaaataaat
attccggatt
acaagcgacg
tctcatcctce

acgacgacaa

cagtgaatct -

aatataatcc
cactgatttt
gactggcagc
tggacttcaa
aaggccttgt
taatctacag
tattaacagg
ttctaaaggg
ttcagggtic
gtaaacttga
ggtttgctgce
ctgggaaaat
aatatgctag
agaacatggt

cccaccaaca

3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
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atttagtagt
aattgttctc
agaaatttat
gcggtccgga
gctgcaaaat
acttcgtgcec
aagagagcca
caagagtgaa
gggtrttcca
gaagtttect
gccagagtta
ttttgrttct
atftgaaaac
tcatcaccac
agcttgtcga
ttgctttaaa
ttgttgttaa
atttcacaaa
atgtatctta
agtgaaatct
acacccagtt

cacccctcece

tatgagccag
cttattettg
gaagcatttg
ggtaacggat
attgratcca
cgaaacgccg
cgaaccacgg
gaacagtcca
gctaagttct
ataaggttag
tttcctggtt
ggaaaagttg
atctacccta
cattgataag
gaagtactag
aaacctccca
ctrgtttatt
taaagcattt
tcatgtctgg
agttccaaac
cccatctatt

agttcccaac

ES 2324 495 T3

agttatttcc
tttctggaaa
aaaacatcta
ccgaaaacct
cagtgaatct
aatataatcc
cactgatttt
gactggcagc
tggacttcaa
aaggccttgt
taatctacag
tattaacagg
ttctaaaggg
ctagcggccg
aggatcataa
cacctecceee
gcagcttata
ttttcactge
atctgatcac
tattttgtca
ttgtcactct

gccaactcca

<210> 4

<211> 12950

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Plasmido pUCDMSTAF1TBPCTAF2

<400> 4

aattctgtca gccgttaagt gttcctgtgt
gcttctcagt gcgttacatc cctggettgt
daaagcctta tatattcttt tttttcttat
tgctgattta tattaatttt attgttcaaa

tggtttaatc
agttgtatta
ccctattcta
gtattttcag
tggttgtaaa
caagcggttt
cagttctggg
aagaaaatat
gattcagaac
gctcacccac
aatgatcaaa
tgctaaagtc
attcaggaag
ctttcgaatc
tcagccatac
tgaacctgaa
atggttacaa
attctagttg
tgcttgagec
tttttaattt
tccctaaata

tgtgacaaac

cactgaaaat
tgtccacaac
aaaacttaaa

catgagagct

tacagaatga
acaggtgcta
aagggattca
ggttctggga
cttgacctaa
gctgcggtaa
aaaatggtgt
gctagagttg
atggtgggga
caacaattta
cccagaattg
agagcagaaa
acgacgcggt
tagagcctge
cacatttgta
acataaaatg
ataaagcaat
tggtttgtcc
taggagatcc
tcgtattagce
atccttaaaa

cgtcatcttc

tcaaacccag
aagtcagagc
ggaagacgac
ttgtaccgca
agaccattgc
tcatgaggat
gcacaggagc
tacagaagtt
gctgtgatgt
gtagttatga
ttctecttat
tttatgaagc
ccggecacca
agtctcgaca
gaggttttac
aatgcaattg
agcatcacaa
aaactcatca
gaaccagata
ttacgacgct
actccatttc

ggctacttt

tgctttgaga ggctctaagg

cgttaaacct taaaagcttt

accttagagg ctatttaagt

tagtacgtga aacatgagag

5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6959

60
120
180
240
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cttagtacgt
tgagagctta
actatcaaca
tcgtatagca
jgccgeeccga
gaaaaggaag
tgccageect
attctgtctt
ttcagttagc
gcrecgagatc
gtatagtatt
attgtgttgy
tattaataga
actgttttcg
gtcccaccat
gaatttcata
tagctggagc
tatgggaccc
catgtcagac
tttccrtttc
tgaatgtaag
actcacggca
agttaggagt
ddgccgaaga
tgaagatgac
tccaccceecg
ggacttcagt
agaatctgaa
caagctgttg
ttttctacgt
aaagaggaag
ctcagtagaa
acctccagag

attttcccaa

tagccatgag
gtacgttaaa
ggttgaactg
tacattatac
cgttggctgce
aaacgcgggc
gggaccgaac
tttattgccg
ctcceccatc
ccgggtgatc
ttaattaata
gttgaattaa
tcatggagat
taacagtttt
c€gggcgcgga
gccgtetcag
cacccgcagt
ggctgcgatt
acggacagcg
ggcaacatca
aagcacttgg
aatgaagaat
acagaagatg
taccagcaga
tatgatgctg
ggaccaatga
agtrcctctg
gatggaaagc
ccaagtgtca
ctrtttggac
aagaagcacc
tcagaagtca
cagtgtctce

tcaactggag
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agcttagtac
catgagagct
ctgatcaaca
gaagttatct
gagccctggg
gtattggtcc
cccgegttta
tcatagcgeg
tcccggtacc
aagtcttcgt
tacaaatgat
aggtccgtat
aattaaaatg
gtaataaaaa
tcctcgagat
cagccaaccg
tcgaaaaagg
tgctgctgeg
acgaagattc
atggagcegg
caggcttggg
tgaccgggac
ctgtggacta
c€gatrggggag
attgtgaaga
agaaggataa
actcagaatc
tgacccttcc
cagaactttt
cagggaagaa
gtgagctgat
gccagaagtc
ctgatgatga

atatagataa

gttagccatg
tagtacgtga
gatcctctac
ggagtacccg
ccttcacceg
caatggggtc
tgaacaaacg
ggttccttce
gcatgctatg
cgagtgattg
ttgataataa
actagtatcg
ataaccatct
aacctataaa
gggtaaccat
ctttaagaaa
cgccgacgac
gacagcagct
cgctggaggce
gcagctggag
ggctttgggg
tgacggtgcec
ttcagacatc
cttgcagccc
cattgattgc
ggaccaggat
tgagatggga
attggctggy
tccagaattt
tgtcccatct
acaggaagag
tttgtggaac
aatcacgatg

agtgacagat

agggtttagt
aacatgagag
gcggccgeag
tagtggctat
aacttggggg
tcggtggggt
acccaacacc
ggtattgtce
catcagctgc
taaataaaat
ttcttattta
attcgcgacc
cgcaaataaa
tattccggat
gacaagcgac
atctcatcct
gacgacgaca
accatcactg
ggcccatett
ggggaaageg
ctgggcagec
ttggtaaatg
aatgaggtgg
ctttgccact
aagttgatgc
tctattactg
cctcaggaag
attatgcagc
cgacctggaa
gtttggcgga
cagatccagg
tacgactacg
atggctcctg

acCaaaccaa

tcgttaaaca
cttagtacgt
taccataact

ggcagggctt
ttggggtgag
atcgacagag
cgtgcgttte
ccttccgtgt
tagcaccatg
gtaatttaca
actataatat
tactccggaa
taagtatttt
tattcatacc
gatggaaaaa
ccggggeage
agggctccca
ctgcecgecat
ctttagcggg
tcttggatga
tgatcactga
atgaaggatg
cagaagatga
cagattatga
ctcctccace
gtgagaaagt
caacacaggc
atgatgccac
aggtgttacg
gtgctcggag
aggtggagtg
ctccaccacc
tggagtccaa
gagtggctga

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
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gtggegttat
tgggtttgac
aatgatagag
aaacttcctg
tgtcaaacac
catgactagg
tgacaaacct
ggaggacaat
gacacttgat
cacctctaac
tctcttaggg
agtgaaagat
tcgaggcacc
gccctrettt
gaaaaagtac
aaagcacatc
agagatgttt
tgcagaatat
aaagaactat
ggaaactgtt
gcaagcattt
tgattrcttg
tgtggttoge
tacgcatatt
tcggccacgg
cagcatccgg
ctggtgggtg
gtcaccagag
tgctggctat
gatgaagatt
tgccatgaag
tgaaggattc
accgcageca

gaaaaatgce

gggcctgecc
tatggcttca
gaatttagga
atggtgacac
aaagggacaa
aatgcgatgg
tggtactcca
atcatttggg
cccaatgatg
tccccctceca
aaaacaggag
ccatggaatc
tttggaggga
cccacccaca
tcatttggtg
aaaaaaaagg
tttatgcgca
agtgaggaaa
tataaacgga
tactgccata
gagaacaacc
atcattcgga
cagcagtgtc
cgagactttc
aggatacgaa
aagaggctaa
cttaagtctg
cagtgctgtg
ggtgagaaat
gatgatgaag
ggcaagtgtc
tcctatgtga
gtgaagaaga

aagcaacttc
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gactgtggta
aactgagaaa
aacttgagga
agctgcattg
aacctcageg
cttacaatgt
tttttcccat
atgctcagge
agaacctcat
aggagagtaa
tcatcaagga
tctccaatga
atattatcca
tggggcccat
cactttctca
ccaagatgag
cacctcagga
atggaccctt
aacctggaaa
catctcctet
tttttcgtge
caagacagqg
ccttgtttga
tacaggttet
tggaagatat
agctctgegc
attttcgtet
cttattatag
cctrrtttge
ttcgecactge
tgctagaggt
agattccaaa
cagtgacagg
tacgtaaatt

tgatatgctg
gacagaacat
aaacaatggc
ggaggatgat
tgcaagcctg
tcagcaaggt
tgacaatgag
catgcccegg
tttggaaatt
gaaggaatca
ggaaccacag
tgagtattat
gcattcaatt
caaactccgg
gccaggtecc
agaacaagag
cctcacaggc
aatgatgcag
agatcctgga
cctgggttct
tccaatttat
ttactatatt
agttcctaggg
tatttaccgc
aaaaaaagcc
tgacttcaaa
accaacggaa
catgatagct
tccagaagaa
cccttggaac
gactggggtg
caaaccaaca
aacagatgca

tggtgtgcct

ggtgtccctg
gaacctgtga
actgatcttc
atcatctggg
gcaggctggce
tttgcagcca
gatctggtat
ctgttggaac
cctgatgaga
tctctgaaga
cagaacatgt
tatcccaagce
cctgetgtgg
cagttccatc
cactcagtcc
aggcaagctt
aaagatggtg
gttggcatgg
gcaccagatt
ctccatccty
cttcataaga
cgggaattag
cctaactcca
cttttctgga
tttccttece
cgcacaggga
gaagagatca
gcagagcaac
gaaaatgagg
accacaaggg
gcagatccca
cagcagaagg
gaccttegtce
gaggaagaga

aagatggcag
taaaatctag
tggctgatga
atggggagga
ttccttctag
ctctrgatga
atggacgctg
ctcctgtrtt
aggaagaggc
agagtcgaat
ctcagccaga
aacagggtct
aattacggca
gcccacctet
aacctttgct
caggtggtgg
atcttattct
caaccaagat
gtaaatatgg
gccaattgct
tgccagaaac
tggatatttt
aaagggccaa
aaagtaaaga
attcagaaag
tggactcaaa
gagctatggt
gactgaagga
aagatttcca
ccttcattgc
cggggtgtygg
atgataaaga
gcctttecect

ttaaaaagtt

2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
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gtcccgetgg
agaggggcecc
gcgttacaaa
tgaagtctta
gggaaagaac
acgggaggaa
atccggaaac
cactggacgc
tcgetgtgag
aaaagatgag
gcgaaaagaa
ggagaagctt
aaaactgaaa
cctctattat
ggaggagttg
gaccaaaatt
tctggttctc
cactgttcac
ccctatggtg
aaatacatac
catcactcgg
atctcgggaa
tgggccaaaa
actcaaagag
tgatgatgac
ggcagttcca
ttacaaagtg
caagtatcag
taagtataat
ttaccagaca
tgctaaagaa
gccctacacg
agatgcctct

tccagaaaag

gaagtgattg
atgagtaaat
gaggaatgtc

tcaactgaca

attgagaaca
caggagcgga
aatcacagag
tgtctcaaga
acagtccgaa
gaattcattc
cggcggagga
aagggtccte
tgtggggcat
caaacaaatg
gaaaagacag
gtcttgggga
aagtttccta
tgtgactatt
acgctgtegt
cctttccaca
ccaatggacc
gagttcagag
cactcattga
aaagaagaca
caagtggcgt
gattcttgge
attgtcaatc
agtcgggaga
ggacctgaga
ttgactgagt
gcagctttag
ccteagectce
gtatttcaag

caggtaacac
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atgtggtgcg
ttgcccgtag
agcgcatctt
cagacagcag
tgttgcagaa
aggaactaca
atgatgacac
tttatcgcac
aaccagctgt
gaaaatttgc
ttcaagagca
ctgagaagaa
gtggtgccat
cgccacctec
tcattcataa
aacagctaat
aacagcagcet
tgaatagacc
ccatcttgga
ctccagtcaa
tacaaacact
agcatctgga
ctcagatctce
aattagctcg
tttctttcat
catttcatca
caatggattt
gctttctgga
gtcagtatac
atgatgaaca
aggaagcaga
ctgatttgta
atgagagcaa

aggaaggtga

cacaatgtca
atcaaggttt
tgacctacag
ctcagctgaa
caagaaaacc
gcgaatgcta
agcttccgtg
gtttcgagat
cattgatgcc
cctttttgat
actgaggcgg
gcccaagaaa
tggacacatg
caaccctgtt
tgataatgaa
tgagagtgcg
tcctccaaag
tcataagtcc
gtctatcatc
tgcaaaggtt

ccgcgaaaac:

gctaattgtg
tcaatccatg
cttagagaaa
tctggacaac
cccagttaat
agagaccata
tgatgtaaac
taagactgcc
tttgactcaa
attagaaagc
tgataccaac
tatgtctgtc
agatggagat

acagaacagg
tctgtggctg
aacaaggttc
gatagtgact
agctctcage
ctggcagcag
actagcctta
gaagagggga
tatgrgcgea
gaacaacatc
cttaagagga
atgaaggagc
aggactaaca
gccatgacag
gaacttatca
gatgaggttc
aagaaacggc
atccaccgge
aatgacatga
gtaaaggact
gtgcgtaaac
aaaaatagtg
ctggatctct
gctatcaacc
attgtcaccc
aagaaatttg
cgtaagaaca
cttattctgg
caggagattg
cttgagaagg
ctggacccaa
acatccctca
ttggatattc
ggtgatcttg

ctcgttctag
agcatcaaga
tgtcatcaac
ttgaagaaat
tttcacgtga
gctcagcage
actcttctgc
aagagtatgt
tacggactac
gggaagagat
accaggaaaa
gtcctgacct
aattctgccc
aagaacagga
aggttgaagg
gcagaaaatc
gagttggaac
gccgcacaga
gagatcttcc
actacaaaat
gcctctaccec
caacctacaa
gtgatgaaaa
ccttgctgga
agaaaatgat
ttccagatta
tctccaagca
ccaacagtgt
tgaacgtctg
atatttgtac
tgaccccagg
gtatgtctcg
ccagtgccac

cagatgaaga

4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360



15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ggaaggaact gtacaacagc

aggagaagat
tatccagetg
acaaccecge
gtcctatgag
tgggagctat
cggtgggtat
gccgagegta
ctccattgct
aaacctgtat
gaatcttggt
taatcccaag
gattttcagt
ggcagcaaga
cttcaagatt
ccttgtgetce
ctacagaatg
aacaggtgct
aaagggattc
gggtgactac
cccaaggeca
aaaatctgtt
aatcaagttg
tgcttttatt
cctcaattat
aaatggagaa
ggtcctgaag
ggtacccagt
tcaaaattct
gaaattagaa
gacagtgtat
agcagcgtca
gcatgaggtt

ataccttcat

gatgaggaag
agtgaaagtg
atgcttcagg
ggagacggtg
gaggagcctg
gaggtatcag
ctaagccagg
ggggacagtg
tttcagggtt
tgtaaacttg
cggtttgctg
tctgggaaaa
aaatatgcta
cagaacatgg
acccaccaac
atcaaaccca
aaagqrcagag
aggaagacga
aaagacgatg
tataaattaa
gtgggatttg
aacagcaaac
tataatgacc
ttttccaatg
ctttgcatta
atacacatca
gtagagggaa
acaagatttt
tttacagtag
actcatgata
aatatctcct
actcattttt
gaagtctttg

ES 2324 495 T3

ctcaagccag tgtcctgtat gaggattige

atgctgggag
gaagtgactc
agaacacaag
gggaggcttc
atcccaagtc
aggaggaaga
tccacctgtce
actrggactc
ctgggattgt
acctaaagac
cggtaatcat
tggtgtgcac
gagttgtaca
tggggagctg
aatttagtag
gaattgttct
cagaaattta
cgcggtccgg
acgataaaaa
cccatcaggt
tggaactgac
agtgtagaat
caaccttgga
cttatgcagce
aggttccatce
atteetceet
gtatggcaga
ggttcccttg
atgctgcaat
tgaggaagaa
tggccattgg
gtttgcccca
aattttatga

tgatgaagaa
tgatgtggga
gatggacatg
ccatggrttg
gaacacccaa
agatgaggag
agaggacgag
tgatgaacgg
accgeagetg
cattgcactt
gaggataaga
aggagccaag
gaagttgggt
tgatgtgaag
ttatgagcca
ccttatttet
tgaagcattt
aggtaacgga
caggaagaaa
cgtetgcatc
tatatttccc
ataccgagta
agtttgtcac
tgcagttagt
agagctatgg
ggatcagccc
gagaggtgct
tgttgattca
ggttgctgtt
aactttccat
accatttgaa
acttcttcca

agaaattctt

10

ggagacaatc
tctggtggaa
gaaaatgaag
gaggatagca
gacacaagct
gaggaagagc
gaggacagtg
tccggaggta
caaaatattg
cgtgcccgaa
gagccacgaa
agtgaagaac
tttccageta
tttcctataa
gagttatttc
gtttctggaa
gaaaacatct
tccgaaaacc
ggagacaagg
aacaacataa
acagttgcaa
aggatcaatg
agtgaatcaa
gctgtggacc
aaacacgttg
aaaggaggtc
catgttrtct
tactctgaat
tctaatggceg
tatatgctta
atactggtag
ttgctgaaac

acatgtcgtt

ttatgtctga
ctttctctge
taagacccaa
aaagcatgat
acatcagtta
tcagcagcat
agcgetctgg
aggatttcca
acggatccga
tatccacagt
acgccgaata
ccacggceact
agtccagact
agttcttgga
ggttagaagg
ctggtttaat
aagttgtatt
accctattct
tgtattttca

gctttgaaag.

atttccagag
acttgaatag
atttagaggce
aacagagaaa
ctgatgcagg
atgagttaaa
ttcattttgt
cttgtgggta
tgtgtacatg
atttggtgga
ccattecctac
atccatacat
ataccacatc

acccatactc

6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280

8340

8400
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ctgttttaag
gagcattttt
tagaaggtgt

gtcttggtct

gaaaaaaact
agrggcatat
agagaaggat
ctgggaatac
taggatcagt
tgcttcatct
gtttttgaaa
ggtagatcag
tgtcttggaa
accacttaaa
agaaaacagc
aaaaatccca
trccecetttg
tgagcaagct
gcaggaatcc
tgatatatta
tgcaaagatt

cttcactagg:

gagctttcaa
tgttcataat
tgacaacagg
ggccaactct
aaatcctgat
tctteccgagt
gaagaacgga
ctttgtggac
aagttatgaa
aaggcataag
tcecttatge
acatgactqg

actgtcttea
agcacaaatc
ttagcccaat
gatgaatgag
tttggtgtta
gaactaaaaa
aatccggctt
tacactatgt
atggaattta
cagaagttcc
tccatttcaa
agtggagtgg
ctggaaataa
gtgacagtgc
cttaaacatg
ctgatgaatg
ctgtggataa
gattttatgt
attttggctt
gaacaagagc
gcaaattcca
atgttttgtt
agtratttec
ctttgtecta
aaaaataagt
gttacacctg
gtgcgactca
tacaggcata
catgtgccaa
attaggatag
gaactgcaat
attctcaaca
aatgaagccc

aggttacggt
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ttgatgaggc
ttttacacag
cctrggecca
tgctgaaggg
atgagtaccg
ctggtggggt
cccatctaca
ttcagtgtaa
tgctacaagt
agtcacatat
atgtctctgg
taaaatttta
aacaggacta
aggagttaga
atataccctg
gagaagaagt
ggatagaccc
ggcagtatca
tggaaaaatt
agtgtttcta
tggtgagcac
gtaaaagttg
tacagaagac
aagaagtctt
tttcagataa
cagtcagtgt
ttcttgaaga
ccatcactgt
gtgatccage
cagctttgga
ggctacttaa
tgttgactaa
tggtagatca
gtggtgctgt

ttatgttgaa
tgccatgatt
gcagtrrttt
aatttcaggc
ccattggatt
tttactacat
cttttcaata
agcccacctt
tttcaataaa
gtggagtcag
caaagatatt"
tggaagtttt
tacatctect
tggatccttc
ccattccaaa
tgacatggat
agatatgtca
gctccgetat
ccctactceca
cagagtaaga
atggacagga’
tccaaacatt
tatgccagtt
aacgtttatt
ctattatcgt
gaataatgaa
aatcaccaga
cagttgtttg
tctttttaaa
agcagttgtt
tatgattcag
gaacccacca
actttggaaa
ggacttgtac

11

gtggctgctt
atagatgaga
ggtrgtttca
tatatctatg
aaagaggagc
cccatatttg
aagcatccac
gtgatgagat
ctgctaagtc
atgtrggtte
cagccgttaa
gcatttaata
ggaactcaga
aatcatacac
agtagaagga
ctttctgcaa
gtattgagga
gagagagatg
gcatctcggc
atgtcagctt
ccaccagceca
gtgaaaacaa
gcaatggctt
ttagacttaa
gcagaaatga
gttagaactt
tttrrgaata
agagccatac
tcttatgctg
gattatacta
aatgaccctg
tttactaaga
cttatgaatt

ttcacacttt

atgcttccat

cacctttgac

tatctagaat
gactttggat
tagacaaaat
gtggaggaaa
atacactgtc
tgattgaaaa
tggctagtac
ccacatctgg
taaagcagtg
gaaaacgaaa
aatacgtggg
tgcaaattga
ataaaaagaa
tggatgctga
aggtagaatt
ttgttgcaca
ttgcactcac
gcttctgtct
tgaagtcact
acaactttat
tattaagaga
tcaagtacaa
ttgatgccct
tggataactt
tggaaaaact
gggtacttca
aatatggcca
aagtggacag
taccctatgt
acatggagtc
ctggtacttc
ttggcctcag

8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420

- 9480

9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
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tagaccttcc
agctgtcttg
taatccaagc
tgaggaggag
jJiacatgett
atctgcttta
gtggagtttg
tatgcatccg
acacagtgac
acataagcac
tttctccagce
ccaccatcat
tcgacaagcet
ttttacttge
caattgttgt
tcacaaattt
tcatcaatgt
gctaacaaag
taaccccttg
tccggatctg
caccatcata
aatacctgtg
cgggaagccc
caactttcac
ttcaggagct
atcccaatgg
taaccagacc
caagrtttat
ccgtatggca
cgttttccat
ccggecagttt
tttccctaaa
caccagtttt
gggcaaatat

tgtttaccct
aatcctacca
agtcacccac
attgatatqgg
gaaaggccgt
ataccccagce
gaacttgcac
gcggcaagcg
caccatcacc
aaacacaagc
cctgcecagtg
caccaccatt
tgtcgagaag
tttaaaaaac
tgttaacttg
cacaaataaa
atcttatcat
cccgaaagga
gggcctctaa
aacaggaggg
cactaaatca
acggaagatc
tgggccaact
cataatgaaa
aaggaagcta
catcgtaaag
gttcagctgg
ccggeeteta
atgaaagacg
gagcaaactg
ctacacatat
gggtttattg
gatttaaacg

tatacgcaag
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tgccagagcet
taattccaga
agctagttgg
atactgttca
caactccagg
actcagcagg
ggaagggaac
ctccactctc
accatcacca
ataagcatga
gcaggtctat
gataagctag
tactagagga
ctcccacace
tttattgcag
gcattrrett
gtctggatct
agctgagttg
acgggtcttg
acagctgata
gtaagttggc
acttcgcaga
tttggcgaaa
taagatcact
aaatggagaa
aacattttga
atattacggce
ttcacattct
gtgagctggt
aaacgttttc
attcgcaaga
agaatatgtt
tggccaatat

gcgacaaggt

tgggttggtt
gtcagtagca
atttcagaac
tgatagccag
gctctcgaag
ctgcgacagce
aggtaaagaa
agtctrttact
tgagcacaag
cagtaaagaa
tcgrrctect
cggccgettt
tcataatcag
tcccectgaa
cttataatgg
cactgcattc
gatcactgct
gctgergeca
aggggttrttt
gaaacagaag
agcatcaccce
ataaataaat
atgagacgtt
accgggegta
aaaaatcact
ggcatttcag
ctttttaaag
tgccegectg
gatatgggat
atcgetctgg
tgtggcgtgt
tttcgtctea
ggacaacttc

gctgatgccg

12

cttaatctaa
ggcaaccaag
cctttrtcca
gcctteattt
tatcggccag
acacccacca
caagcacctt
aaggaatcta
aaaaagaaga
aaggacaagg
tccctttcag
cgaatctaga
ccataccaca
cctgaaacat
ttacaaataa
tagttgtggt
tgagcctaga
ccgctgagea
tgctgaaagg
ccactggagce
gacgcacttt
cctggtgtcc
gatcggcacg
ttttttgagt
ggatatacca
tcagttgctc
accgtaaaga
atgaatgctc
agtgttcacc
agtgaatacc
tacggtgaaa
gccaatcect
ttcgeccccg

ctggcgattc

aggagaaaaa
aagctgcaaa
gttctcaaga
cccatcattt
ctagctcceg
caaaacccca
tggagatgag
cagcctccaa
agaagcataa
agcctttecac
accggreccgg
gcctgeagtce
tttgtagagg
aaaatgaatg
agcaatagca
ttgtccaaac
agatccgget
ataactagca
aggaactata
acctcaaaaa
gcgccgaata
ctgttgatac
taagaggttc
tatcgagatt
ccgttgatat
aatgtaccta
aaaataagca
atccggaatt
cttgttacac

acgacgattt

.acctggecta

gggtgagtte
ttttcaccat

aggttcatca

10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
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tgccgtctgt
tgagtggcag
tgctacgect
acccggtegt
ccggtttatt
ttgctcaggce

agagcctgac

gatggcttee
g9g9cggggege
gaataagtga
cggttcaggg
gactaccgga
tctccecgtg
attcatccgg
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atgtcggcag
aattttttta
taataagcgg
cagggrcgtt
agcagtgtga
gaggtaataa

ggtcagcacce

gcttccttta gcageccttg cgeccctgagt
<210> 5

<211> 8735

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Plasmido pFBOO[HiSTEVTAF6TAF9]his

<400> 5

ttctctgtca
ctgaatatca
attaagcgcg
agcgcecget
tcaagctcta
ccccaaaaaa
ttttegecct
aacaacactc
ggcctattgg
attaacgttt
trtattetec
gcttcaataa
tcccttrret
aaaagatgct
cggtaagatc
agttctgcta
ccgcatacac

tacggatggc

cagaatgaaa
acgctratet
gcgggtgtgg
ccretcgett
aatcgggggc
cttgattagg
ttgacgttgg
aaccctatct
ttaaaaaatg
acaatttcag
taaatacatt
tattgaaaaa
gcggcatttt
gaagatcagt
cttgagagtt
tgtggcgcgg
tattctcaga

atgacagtaa

atttttctgt
gcagcctgaa
tggttacgcg
tcttcccttce
tccctttagg
gtgatggttc
agtccacgtt
cggtctattc
agctgattta
gtggcacttt
caaatatgta
ggaagagtat
gccttectgt
tgggtgcacg
ttcgecccga
tattatcccg
atgacttggt
gagaattatg

aatgcttaat
aggcagttat
atgaatggca
aaatagcege
ccgtgtgctt
ttgacgatat
gtttctgcgg
gcttgcggea

catctcttcg
tggcgaatgg
cagcgtgacce
ctttctegee
gttccgattt
acgtagtggg
ctttaatagt
ttttgattta
acaaaaattt
tcggggaaat
tccgcetcatg
gagtattcaa
tttrgcrcac
agtgggtrtac
agaacgtttt
tattgacgcce
tgagtactca

cagtgctgec

13

gaattacaac
tggtgccctt
gaaattcgaa
tratgtctat
ctcaaatgcc
gatcatttat
actggcttte
gcgtgaaget

ttattaatgt
gacgcgecct
gctacacttg
acgttcgecg
agtgctttac
ccatcgeect
ggactcttgt
taagggattt
aacgcgaatt
gtgcgcggaa
agacaataac
cattrtccgtg
ccagaaacgc
atcgaactgg
ccaatgatga
gggcaagagc
ccagtcacag

ataaccatga

agtactgcga
aaacgeetgg
agcaaattcg
tgctggttta
tgaggccagt
tctgectcce

tacgtgttcc

ttgtaattga
gtagcggegc
ccagcgecect
gctttececg
ggcacctcga
gatagacggt
tccaaactgg
tgccgattec
ttaacaaaat
cccctatttg
cctgataaat
tcgccettat
tggtgaaagt
atctcaacag
gcacttttaa
aactcggtcg
aaaagcatct

gtgataacac

12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12950

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
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tgcggecaac
caacatqqggg
accaaacgac
attaactggc
ggataaagtt
taaatctgga
taagccctcc
aaatagacag
agtttactca
ggtgaagatc
cgtaatctgc
tcaagagcta
tactgtectt
tacatacctc
tcttaccagg
ggggggttcg
acagcgtgag
ggtaagcggc
gtatctttat
ctcgtcaggg
ggecttttge
taaccgtatt
cagcgagtca
tctgtgeggt
agtaataaat
caaaatagat
aatcagtcca
cttcattttc
gtaaagacta
gatctcggct
ttcttcccgt
ttgcacgtag
cgcggtggea
ctcactacgce

ttacttctga
gatcatgtaa
gagcgtgaca
gaactactta
gcaggaccac
gccggtgage
cgtatcgtag
atcgctgaga
tatatacttt
ctttttgata
tgcttgcaaa
ccaactcttt
ctagtgtagc
gctctgctaa
ttggactcaa
tgcacacagc
cattgagaaa
agggtcggaa
agtcctgtcg
aggcggagec
tggccttttg
accgeerttg
gtgagcgagg
atttcacacc
ggatgccctg
Ctaaactatg
gttatgctgt
tgaagtgcaa
tattcgegge
tgaacgaatt
atgcccaact
atcacataag
atgccctgec
ggctgctcaa
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caacgatcgg
ctcgecttga
ccacgatgcc
ctctagettc
ttctgegete
gtgggtctcg
ttatctacac
taggtgcctce
agattgattt
atctcatgac
caaaaaaacc
ttcegaaggt
cgtagttagg
tcctgttacc
gacgatagtt
ccagcttgga
gcgecacgcet
caggagagcg
ggtttcgcca
tatggaaaaa
ctcacatgtt
agtgagctga
aagcggaaga
gcagaccage
cgtaagcggo
acaataaagt
gaaaaagcat
attgcccgtc
gttgtgacaa
gttaggtggc
ttgtatagag
caccaagcge
tceggtgetce
acctgggceag

aggaccgaag
tcgttgggaa
tgtagcaatg
ccggcaacaa
ggccctteeg
cggtatcatt
gacggggagt
actgattaag
aaaacttcat
caaaatccct
accgctacca
aactggcttc
ccaccacttc
agtggctgct
accggataag
gcgaacgacc
tcccgaaggg
cacgagggag
cctctgactt
cgccagceaac
ctttcctgeg
taccgctcge
gcgcctgatg
cgcgtaacct
tgtgggcgga
cttaaactag
actggacttt
gtattaaaga
tttaccgaac
ggtacttggg
agccactgeg
gttggcctca
gccggagact

aacgtaagec

14

gagctaaccg
¢cggagetga
gcaacaacgt
ttaatagact
gctggetggt
gcagcactgg
caggcaacta
cattggtaac
ttttaattta
taacgtgagt
gcggtggttt
agcagagcgce
2agaactctg
gccagtggcg
gcgcagegat
tacaccgaac
agaaaggcgg
cttccagggg
gagcgtcgat
gcggcctttt
ttatceccctg
cgcagccgaa
cggtattttc
ggcaaaatcg
caataaagtc
acagaatagt
tgttatggct
g9ggcgtagge
aactccgegqg
tcgatatcaa
ggatcgtcac
tgcttgagga
gcgagatcat
gcgagagegce

cttttttgca
atgaagccat
tgcgcaaact
ggatggaggc
ttattgctga
ggccagatgg
tggatgaacg
tgtcagacca
aaaggatcta
tttcgttcca
gtttgccgga
agataccaaa
tagcaccgec
ataagtcgtg
cgggctgaac
tgagatacct
acaggtatcc
gaaacgcctg
ttttgtgatg
tacggttcct
attctgtgga
cgaccgagcg
tccttacgca
gttacggttg
ttaaactgaa
tgtaaactga
aaagcaaact
caagggcatg
ccgggaagec
agtgcatcac
cgtaatctgc
gattgatgag
agatatagat

caacaaccgc

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
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ttcttggtcg
atcggagtcc
atcaagagca
gcccatactt
cttgctgett
aaaccgecac
agcgcatacg
gtgccttcat
aggcatttct
cattggceggc
aggagatcgg
tggttcgecat
atagttctag
gcagggcttg
tggg9tgggg
tcgacagagt
gtgcgtttta
cttcegtgtt
agcaccatgg
taatttacag
ctataatata
actccggaat
aagtatttta
attcataccg
tcacggagaa
tcatttgacg
cttcatcatt
actacatggt
gagggacatg
atttagagag
gagcatgtct
ctggaagcat
agatgggtec

cacaagcgtg

aaggcagcaa
ggctgatgtt
gcecgeatgg
gagccaccta
ggatgcccga
tgcgecgtta
ctacttgcat
ccgtttccac
gtcctggetg
cttgctgttc
tagacctcgg
cctcggtttt
tggttggcct
ccgeeccegac
aaaaggaaga
gccagecctg
ttctgtecttt
tcagttagcec
ctcgagatce
tatagtattt
ttgtgttggg
attaatagat
ctgtrttcgt
tcccaccate
agcttgttta
aatgaatctg
acaaacaagc
gtattcaagg
ataattattc
ccacaaaggg
agcatggtgt
tggattcaaa
attgttggta

ccgaaaaact
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gcgcgatgaa
gggagtaggt
atttgacttg
actttgtttt
ggcatagact
ccaccgetge
tacagtttac
ggtgtgcgtc
gcgaacgage
ttctacggca
ccgtegegge
ctggaaggcg
acagctttgt
gttggctgeg
aacgcgggeg
ggaccgaacc
ttattgccgt
tcecccatct
cgggtgatca
taattaatat
ttgaattaaa
catggagata
aacagtttig
gggcgcggat
agggaccacg
atgggcacac
acttgttrtag
tcaagaacac
gcatgcctaa
aagagcgceat
cagacactag
ccaaggatgg
tacactcagc
tcatggaatt

tgtcttacta
ggctacgtct
gtcagggceg
agggcgactg
gtacaaaaaa

gttcggtcaa

gaaccgaaca

accceggeaac
gcaaggtttc
aggtgctgtg
gcttgeegat
agcatcgttt
ttaaacaaag
ageccetggge
tattggtccc
ccgegtttat
catagcgegg
cccggtaccg
agtcttcgtc
acaaatgatt
ggtccgtata:
attaaaatga
taataaaaaa
cctcgagatg
tgattacaac
aacatcgttg
aagaaataat
cacgactttg
ggatttccca
atgtcttgtg
ttgcacattc
gcagtgtggce
atcgaatttc

gttgacaaat

15

cggagcaagt
ccgaactcac
agcctacatg
ccctgetgeg
acagtcataa
ggttctggac
ggcttatgtc
cttgggcagc
ggtctecacg
cacggatctg
ggtgctgacc
gttcgcccag
ctgtaccegt
cttcacccga
aatggggtct
gaacaaacga
gttccrtccg
catgctatgc
gagtgattgt
tgataataat
ctagtatcga
taaccatctc
acctataaat
ggtaaccatc
ccgatatcga

tatggtattg

ggaacactgt

caacaacacc
ccatttcctc
acaaccaact
ccttecatctg
agtccattag
accaacacaa

caggaggcgc

tcccgaggta
gaccgaaaag
tgcgaatgat
taacatcgtt
caagccatga
cagttgegtg
aactgggttc
agcgaagtcg
catcgtcagg
ccetggette
ccggatgaag
gactcragcet
agtggctatg
acttgggggt
cggtggggta
cccaacaccc
gtattgtctc
atcagctgct
aaataaaatg
tcttatttaa
ttcgcgacct
gcaaataaat
attccggatt
atcatcatca
gcaccatttg
gatttggtcc
tggtccaatc
tcattgatgg
aaaagctgaa
tccaaactaa
atggcatatt
tatcaactag

acaattattt
agcagtgggt

3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160 °
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tagtggttgg
caaacctgaa
gtactcgcaa
gctgaagett
gggcatcgec
catcaaagag
caccaccagt
ccacgcccag
ctatgaggag
cctggacgtc
cgagaacccg
gtcagccaag
cacagccgac
gcgactgaag
gatcaccgag
tgccacggac
ggtccgtgtg
gaaagcgctg
agctgtgatg
ctgggcactc
aaccactaac
gaagacgccc
tgttatcaag
gctggacgge
cctgctgaaa
cgcctatcgg
tcgggcccag
gcececeggecec
gctgaaggte
tgccccacea
cgceccatee
caccacttcg
caccgeceace

catcgtggtc

cgattaaatg
gagccttttc
ggtggatggtg
agcaacactg
cagattcagg
atcgeacagg
gacattgact
gagttcattc
aaggaggttg
tgcctcaaag
cccecagetce
ccaggecagg
ggcaaaggga
ccccggagea
gcctgegtgg
cctggactgt
aacgtggttc
atggacaacc
acctgcatcg
cgagactttg
aacatccagt
tggacgactc
actctgattc
cctgtgctga
cactgtgctc
gcagaattcg
gctgetctge
acgctgaccc
cctggetcca
cagccttccc
acccagcagg
ccecgtcacca
accgeaccec

tcacttcccc
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ctgactcagt
agccagttaa
aaaacctgta
tgctgcccte
aggagacctg
atgccrrgaa
acgccttgaa
ctttccgett
atctgagcga
ctcattggct
ccaaagagca
aggaagacgg
aagagaagaa
tccacgagtt
gctcctgega
atcagatgct
agaacaacct
ccacgctcta
tgagcagaca

ctgcccgect

cccggatcac

gttatggctc
tgcceccgget
gcaacattga
ctgttctggc
ggtcccttgg
aggctcagea
tctegecagge
tcgecacttcec
ctcctccaac
tectgtcect
ccaccgtecce
ccagcactgce

caacagggga

attgtggggg
ggaagcgact
cttccagggt
ggagtccatg
ccagctgcta
gttcatgcac
gctaaagaat
cgectetggt
catcatcaat
gagcatcgag
acagaaggct
acccctgaag
ggcgeegece
gtctgtggag
ggccaagagg
gccacggttce
ggccctactc
tctagaaaaa
gttgtgcctg
ggtggcccag
caagaccttc

catcgcaggc

gcagcaggaa

ccggattgga
aaagctgegce
gccectecte
ggtcaacagg
cccacagect
tgtccagaca
caagtttatt
cagcacctcg
cagcgtgcag
tccctctggt

gggcaaagga
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ggccataaag
caactcatga
aaccacgcetg
aaggtgatgg
acggatgagg
atggggaagc
gtcgagecac
gggggccggg
accectcetge
ggctgccagc
gaagccacag
ggcaaaggtc
ttgctggagg
cagcagctct
gcggaagcecec
agtaccttta
atctacctga
tacgtccatg
cgaccagatg
atctgcaagc
accaagagct
ttggctgage
g9gg9agcgga
gcagaccatg
ccaccgectg
tgctceccagg
accactctga
ggccctcgea
ctggrgtctg
gtaatgtcat
gccececgget
cccatcgtea
cctgggagtg
ggccceacct

ttttcatgag
atgaattggt
aggagaagaa
ctgaatccat
tcagctacceg
ggcagaagct
tctatggett
agctttactet
cccgggtgec
cagctatccc
aacccctgaa
aaggggccac
gggcccectt
actacaagga
tgcaaagcat
tctcggaggg
tgcgtatggt
agctgattcc
tggacaatca
attttagcac
gggtggacga
tgggacacga
tccgcagtgt
tgcagagect
acaatcagga
tggtcaaggc
ccatcacgca
cccctggett
cacgagcggce
cgtcctccag
caggttccac
agttggtctc
tccagaagta

cceatcctrce

5220
5280
5340
5400
5460
5520

‘5580

5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
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tccagttect
gaagcaggag
ccagceccaac
gtattttcag
gatgatggca
tcagatgttg
ttcaagccat
ccgegetgat
gcaaagaaat
tgatagatac
aacttctgcg
aagtactccc
gactcccatg
agctgtaaaa
attaatcgqgg
caatgaatca
tgatgatgac
cggeegcettt
tcataatcag
tccecctgaa
ctrataatgg
cactgcattc
gatcactgct
ttgtcatttt
cactcttccc

actccatgtg

ccceeggeat

gctggggaca
tccggeteec
ggcgagtctg
caaatcctga
gagtttgcct
gctaagaaag
cagtctttta
caaacccctt
tgcttaacag
ggaagaataa
acactaggca
tcccteacag
gcttcaattc
tccaaaaaca
tcaaatgcat
tatgataatc
cgaatctaga
ccataccaca
cctgaaacat
ttacaaataa
tagttgtggt
tgagcctagg
taattttcgt
taaataatcc

acaaaccgtc
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cgtccecgtce
gtccccctcc
ctcagectgce
gcaagacggc
aggatatggg
tccgatatgt
ctactgttga
cctctectee
tgccattgat
ctccaaacta
cagtcccgeg
caccaacccc
gtcaaaggtt
ctgcaacctc
ttcttattac
tgaaaagaaa
tgcggtccgg
gcctgeagtc
tttgtagagg
aaaatgaatg
agcaatagca
ttgtccaaac
agatccgaac
attagcttac
ttaaaaactc

atcttcggct

cccacteage
agctccaqqg
tccgeggtece
ttctcccaag
gattacagaa
gaccacaatt
tgcagatgat
cccaagagat
caagccatat
taggctgaaa
gttaagtgtt
acagaccatg
tacagtacag
agcagttcag
cactaatatg
acgtgaagat
ccaccatcat
tcgacaagcet
ttttacttgc
caattgttgt
tcacaaattt
tcatcaatgt
cagataagtg
gacgctacac
catttccacc

acttt

17

ggcagtgccc
actccaaaag
ggtggtggtg
agcatgccga
tatgagccaa
ctagatgatg
gtgcgattgg
tttrtattag
tcaggtccaa
tctttacaga
ggttcagtta
tctgtttcaa
atgcctactt
aatgttctga
atgtcatcac
gatgatgatg
caccaccatt
tgtcgagaag
tttaaaaaac
tgttaacttg
cacaaataaa
atcttatcat
aaatctagtt
ccagttccca

ccteccagtt

tttgtggagq
ccaatggctc
gtgaaaacct
aagatgcaca
gagttataaa
caaaaattta
caatccagtg
atattgcaag
ggttgccacc
aaaaggcatc
¢tagcagacc
ctaaagtagg
ctcagtctece
ttaatccatc
aaaatactgc
acgatgatga
gataagctag
tactagagga
ctcccacacc
tttattgcag
gcattttttt
gtctggatct
ccaaactatt
tctatttrgt

cccaacgeca

7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
3040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8735



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos
	Lista de Secuencias

