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VECTORES DE TERAFPIA DE GEN Y DESAMINASAS CITOSINA

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

[0001] Esta sclicitud reivindica la prioridad de la Solicitud
Provisional Estadounidense Serie No. 61/100,666, presentada en
Septiembre 26, 2008, la Solicitud Provisional Estadounidense
Serie No. 61/120,618, presentada en Diciembre 8, 2008 vy 1la
Solicitud Provisional Estadounidense Serie No. 61/186,823,
presentada en Junio 13, 20089 cuyas descripciones se incorporan

aquil como referencia.

CAMPO TECNICO

[0002] Esta descripcién se relaciona con desaminasas citosina
modificadas (CD). La descripcidén se relacicna adicionalmente con
células gue expresan tales CD modificados y métodos para utilizar

tales CD modificados en el tratamientc de enfermedades vy

trastornos.

ANTECEDENTE

{0003] La levadura, o desaminasa cltosina bacteriana se convierte
en el profadrmaco antibiético inocuo 5-FC en el agente
guimioterapéutico citotéxico 5-fluorouracilo (5-FU)}. No se sabe
gue leos humanos (y los mamiferos en general) posean un gen de
ocurrencia natural que <codifica una enzima con actividad

desaminasa c¢itosina significativa. La levadura y 1la desaminasa
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citosina bacteriana tienen gran reconocimientce en el tratamiento
de canceres utilizando suministrc de gen y vectores viricos para
el suministro de la enzima seqguido por tratamiento con 5-FC, que
luego se convierte de la enzima a un farmaco citotéxico (Miller
et al., Can Res 62:773-780 2002; Kievit et al., Can Res 59:1417-

1421 1999).
RESUMEN

(0004] Se proporcionan aqui polipéptidos gque se convierten de 5-
FC a 5- FU. También se proporcionan moléculas de acido nucleico
que codifican tales polipéptidos, <células que expresan tales
polipéptidos, vectores que contienen tal polinucledtido vy
polipéptidos y métodos para sintetizar 5- FU o sus derivados de
uno adecuado utilizando tales polipéptidos. De acuerdo con 1o
anterior, en varias realizaciones, se proporcionan polipéptidos
recombinantes o aislados que comprenden una desaminasa citosina
gue tiene una secuencia como se establece en la SEQ ID NO: 2. En
otras realizaciones, el polipéptido comprende SEQ ID NO: 2 con
una mutacidén seleccionada del grupo que consiste de AZ23L, V108I,
I140L y cualquier combinaciéﬁ de los mismos. En todavia otra
realizacién, el polipéptido comprende 1la secuencia comoc se
establece en la SEQ ID NO: 4 e incluye hasta 50, 25, 10, o 5
sustituciones de aminodcido <conservadoras que excluyen los
residuos: (a) 23, 108 y 140. En general, los polipéptidos
proporcionados aqui exhiben actividad desaminasa citosina util

para convertir 5-FC a 5-FU. }iz
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[0005] La descripeidn también proporciona un polipéptide que
comprende una secuencia gue es por lo menos 80%, 90%, 95%, 98% o
99% idénticas a la SEQ ID NO: 4, en donde el polipéptido tiene
una leucina en la posicién 23, una isoleucina en la posicidén 108
y una leucina en la posicidén 140, y en donde el polipéptido tiene
actividad desaminasa c¢itosina. En todavia otra realizacidn, el
polipéptido comprende la secuencia como se establece en la SEQ ID

NO: 4.

[0006] La descripcidén proporciona adicionalmente construcciones

de fusién gque comprenden uno cualgquiera de los polipéptidos

anteriores ligados operablemente a una uracil
fosforibosiltransferasa {UPRT) o un orotato
fosforibosiltransferasa {(OPRT) . En una realizacién, 1a

construccién de fusidén comprende un primer polipéptide gue
comprende SEQ ID NO: 2 con una mutacién seleccionada del grupo
que consiste de A23L, V108I, I140L y cualguier combinacidn de los
mismos ligado a un segundc polipéptido que tiene actividad UPRT u
OPRT. En todavia otra realizacidn, la construccidén de fusiodn
comprende un primer polipéptido que tiene la secuencia como se
establece en la SEQ ID NO: 4 e incluye hasta 50, 25, 10, o 5
sustituciones de aminoacido conservadoras que excluyen 1los
residuos: 23, 108 y 140 en donde el primer polipéptido se liga a
un segundo polipéptido que tiene actividad UPRT o OPRT. La
descripcidn también.proporciona una construccién de fusidén que
comprende un primer polipéptido que tiene actividad desaminasa
citosina y que comprende una secuencia que es por lo menos 80%,

90%, 95%, 98% o 99% idénticas a la SEQ ID NO:4, en donde el

1
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polipéptido tiene una leucina en la posicidn 23, una isoleucina
en la posicién 108 y una leucina en la posicidn 140, y en donde
el primer polipéptido se 1liga a un segundo polipéptido que
comprende actividad UPRT o OPRT. En una realizacidén, los
polipéptidos que tiene actividad UPRT u OPRT comprende una
secuencia como sSe establece en 1la SEQ ID NO: 8 vy 10,
respectivamente, o sus variantes. En todavia otra realizacidn, un
primer polipéptide que comprende actividad desaminasa citosina se
liga a un polipéptido que tiene actividad UPRT u OPRT, en donde
los polipéptidos se separan mediante un ligador de peéptido. En
otra realizacidn, la <construccién de fusién comprende una
secuencia seleccionada del grupo que consiste de de la SEQ ID NO:

12, 14, 16 o 18.

[0007) La descripcidn proporciona adicionalmente polinucledtidos
gue codifican cualgquiera de 1los polipéptides anteriores. Por
ejemplo, la descripcidén proporciona un peolinucledétido que
codifica un polipéptido que comprende SEQ ID NO: 2 con una
mutacién seleccionada del grupo que consiste de A23L, V108I,
1140L y cualguier combinacién de los mismos. En todavia otra
realizacién, el polinucledtido codifica un polipéptide gue
comprende una secuencia como se establece en la SEQ ID NO: 4 e
incluye hasta 50, 25, 10, o 5 sustituciones de aminoacido
conservadoras que excluyen los residuos: (a) 23, 108 y 140. En
una realizacidén adicional, la descripcidén proporciona un
polinucledtido gque codifica un polipéptido que comprende una

secuencia que es por lo menos 80%, 90%, 95%, 98% o 99% idénticas

a la SEQ ID NO:4, en donde el polipéptido tiene una leucina en la
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posicidén 23, una iscleucina en la posicion 108 y una leucina en
la posicién 140, vy en donde el polipéptido tiene actividad
desaminasa citesina. En todavia otra realizacidn, el
polinucledtido codifica un polipéptido que comprende SEQ ID NO:
4, En una realizacidén adiciocnal, el polinucleétido codifica un
polipéptido gque comprende una secuencia como se establece en la

SEQ 1D NO:4, 6, 8, 10, 11, 12, o 13.

[0008] La descripcidén proporciona un polinucledtido optimizade de
codédn humano que codifica wuna desaminasa c¢itosina. En una
realizacién, el polinucledtido de coddn humano optimizadoc
comprende una secuencia como se establece en la SEQ ID NO: 3. En
todavia otra realizaciodn, el polinucledétido comprende una

secuencia como se establece en la SEQ ID NO: 5, 7, o 9.

[0009] En otras realizacilones, una desaminasa citesina o
construccidén de fusidn de la descripcidn se suministra utilizando
un suministro del sistema de gen (GDS). En otro aspecto, el
polinucledtido que codifica una desaminasa citosina se suministra
con un GDS que es un vector virico o virico derivado. El1l vector
virico se puede replicar © no replicar, y puede ser un vector
adenovirico, un vector sarampidén, un vector de herpes, un vector
retrovirico {(que incluye un vector lentivirico), un vector
rabdeovirico tal como un vector virico de Estomatitis Vesicular,
un vector de reovirus, un vector del virus Seneca Valley, un
vector poxvirus {que incluye vectores derivados de vacunas o
viruela de animal), un vector parvovirus (gque incluye un vector

AAV), un vector alfavirus u otro vector virico conocido por un
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experto en la técnica. En una realizacidn, el vector virico puede
ser un vector retrovirico de replicacién competente capaz de
infectar células de replicacién de mamifero. El vector
retrovirico de replicacidén competente puede comprender un
Ortoretrovirus o mas tipicamente un vector de retrovirus gama. En
un aspecto, un vector retrovirico de replicacidn competente
comprende un sitio de entrada ribosémica interna (IRES) 5' en el
polinucliedtido que <codifica una desaminasa citosina de la
descripcidn. En una realizacidn, el polinucledtido que codifica
una desaminasa citosina es 3' en un polinucledtido ENV de un

vector retrovirico.

[0010]} En otras realizaciones, se proporcionan células
anfitrionas transfectadas con una desaminasa citosina o
construccién de fusidén de la descripcidn, o un vector que incluye
un polinucledtido o construccidn de fusidn de la descripcidn. Las
células anfitrionas 1ncluyen células eucaridticas tal como
células de levadura, células de insecteos, o células de animal.
Las celulas anfitrionas también incluyen celulas procaridticas

tal como c¢élulas bacterianas.

(0011] La descripcidn también proporcicna métodos para tratar un
trastorno proliferativo de la célula qgue incluye un céncer gue
comprende administrar un polinucledtido o polipéptido de 1la
descripcidn a un sujeto y poner en contacto el sujeto con un

farmaco citotdxico gue comprende 5- fluorocitosina (5-FC).
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[0012] La descripcidén proporciona un retrovirus competente de
replicacién recombinante (RCR) qgue comprende: una proteina GAG
retrovirica; una proteina POL retrovirica; una envoltura
retrovirica; un polinucledtido retrovirico que comprende
Secuencias (LTR) de Repeticidn de Terminal Largo en el extremo 3’
de la secuencia de polinucledtido retrovirica, una secuencia
promotera en el extremo 5’ del polinucledtido retrovirico, dicho
promctor es adecuado para la expresién en una célula de mamifero,
un dominio de acido nucleico gag, un dominio de &acido nucleico
pol v un dominioc de &cido nucleico env; un casete gque comprende
uh sitio interno de entrada al ribosoma {IRES) ligado
cperablemente a un polinucledtido heterdlogo, en donde el casete
se posiciona 5' eb el LTR 3' yv 3' en el dominio de &cido nucleico
env que codifica la envoltura retrovirico; y las secuencias que
actuan cis necesarias para trascripcidn inversa, empague e
integracidn en una célula objetivo, en donde el RCR mantiene
competencia de replicacién mayor después de 6 pasajes comparado
con un vector pACE (SEQ ID NO:21) . En una realizacidn, la
secuencia de polinucledtido retrovirica se deriva de virus de
leucemia de murino (MLV), Virus de leucemia de murino de Moloney
{(MOMLV}, Virus de leucemia felina o Virus de leucemia de mono
Gibbon (GALV). En otra realizacidén, el MLV es un MLV anfotrdfico.
En todavia otra realizacidn, el retrovirus es un oncoretrovirus.
En todavia otra realizacidn, la célula objetivo es una célula gue
tiene un trastorno proliferative de la c¢élula. El trastorno
proliferativo de la célula se puede seleccionar del grupo que
consiste de, perc no se limita a, cancer de pulmdén, cancer de

colon-recto, céncer de mama, cancer de prodstata, cancer del

\ 9



10

15

20

25

tracto urinario, céancer uterino, cancer de cerebro, cancer de
cabeza y cuello, cancer pancreatico, melanoma, cancer de estdmago
y cancer de ovario, artritis reumatoide y otras enfermedades
autoinmunes. En una realizacidén, el promotor comprende un
promotor CMV gue tiene una secuencia como se establece en la SEQ
ID NO: 19, 20, o 22 a partir del nucledtido 1 a cerca del
nucledétido 582 y puede incluir la modificacidén en una o mas bases
de &cido nucleico y gque es capaz de dirigir y iniciar la
trascripcién. En todavia una realizacidédn adicional, el promotor
comprende una secuencia como se establece en 1la SEQ ID NO: 189,
20, o 22 a partir del nucledtido 1 a cerca del nucledtido 58Z2. En
una realizacidn adicional, el promotor comprende un
polinucledétido de dominie CMV-R-U5. En una realizacidn, el
dominio CMV-R-U5 comprende el promotor inmediatamente temprano
del citomegalovirus humano ligado a una regién MLV R-U5. En
todavia otra realizacidén, el polinucledtido de dominio CMV-R-U5
comprende una secuencia como se establece én ia SEQ ID NO: 19,
20, o 22 desde cerca del nucleétido 1 a cerca del nucledtido 1202
o las secuencias que son por lo menos 95% idénticas a una
secuencia como se establece en la SEQ ID NO: 19, 20, o 22, en
donde el polinucledtido promueve la trascripcidén de una molécula
de Acido nucleico ligada operablemente a esta. En otra
realizacién, el gag y pol del polinucleétido se derivan de un
oncoretrovirus. El dominic de &cido nucleico gag puede comprender
una secuencia desde cerca del nucleétideo nimero 1203 a cerca del
nucledtido 2819 de la SEQ ID NO: 19 o una secuencia gue tiene por
lo menos 95%, 98%, 99% o 99.8% de identidad de esta. ElI dominio

pol puede comprender una secuencia desde cerca del nucledédtido
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nimero 2820 a cerca del nucleétido 6358 de la SEQ ID NO: 19 o una
secuencia gque tiene por lo menos 95%, 98%, 99% o 99.9% de
identidad de esta. En una realizacién, el dominio env codifica
una proteina env amfotérica. El dominio env puede comprender una
secuencia desde cerca del nucledtido numero 6359 a cerca del
nucledtido 8323 de la SEQ ID NO: 19 o una secuencia que tiene por
lo menos 95%, 98%, 99% o 99.8% de identidad de esta. El dominio
IRES del vector puede ser cualquier IRES, sin embargo, en una
realizacién el IRES se deriva de un virus de encefalomiocarditis.
En una realizacién adicional, el IRES comprende una secuencia
desde cerca del nucledtido numero 8327 a cerca del nucledtido
8876 de la SEQ ID NO: 192 o una secuencia que tiene por lo menos
95%, 98%, o 99% de identidad de esta. En todavia una realizacidn
adicional, el polinucledtido heterdlogo comprende un
polinucledétido que tiene una secuencia comc se establece en la
SEQ ID NO: 3, 5, 11, 13, 15 o 17. En una realizacidén adicional,
la secuencia heterdloga codifica un polipéptido que comprende una
secuencia como se establece en la SEQ ID NO: 4. El acido nucleico
heterélogo es coddén humano optimizado y codifica un polipéptido
como se establece en la SEQ ID NO: 4. En una realizacidn
adicional, el Acido nucleico heterdlogo comprende una secuencia
como se establece en la SEQ ID NO: 19 desde cerca del nucledtido
numero 8877 a cerca de 9353. En una realizacidn, el LTR 3’ se
deriva de un oncoretrovirus. En una realizacién adicional, el LTR
3 comprende un dominio U3-R-U5. En todavia una realizacién
adicional, el LTR 3’ comprende una secuencia como se establece en

la SEQ ID NO: 19 desde cerca del nucledtido 9405 a cerca de 9998
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o una secuencia gue es por lo menos 95%, 98% o 99.5% idénticas a

esta.

[0013] La descripcién proporciona un polinucledtido que comprende

una cecuencia como gse establece en la SEQ ID NO: 19, 20, o 22.

[0014] La descripcidédn proporciona un polinucledtido aislado que
comprende de 5' a 3': una fusién CMV-R-US5 del promotor inmediato
temprano del citomegalovirus humanc a una region MLV R-U5; un
PR3, el sitio de unién de cebador para transcriptasa inversa; un
sitic de divisién 5'; sefial de empaque ; una secuencia
codificante gag para el antigeno especifico del grupo MLV; una
secuencia codificante pol para la poliproteina de polimerasa MLV;
un sitioc de divisién 37; una secuencia codificante env 4070A para
la proteina de envoltura de la cepa MLV 4070A; un sitio interno
de entrada al ribosoma (IRES) del virus de encefalomiocarditis;
una secuencia codificante desaminasa c¢itosina modificada; un
tracto polipurina; y una repeticién de terminal largo U3-R-U>

MLV.

[0015] La descripcién proporciona un método para tratar un sujeto
con un trastorno proliferativo de la célula gue comprende poner
en contacto el sujeto con un polinucledtide un pelipéptido de la
descripcién que tiene actividad desaminasa citosina bajo
condiciones de tal manera que el polinucledtido se expresa y se

pone en contacto con el sujeto con 5- fluorocitosina.
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[0016] La descripcidén también proporciona un método para tratar
un trastorno proliferativo de 1la célula en un sujeto que
comprende poner en contacto el sujeto con un retrovirus de la
descripcién, en donde la secuencia de éacido nucleico heterdlogo
codifica una proteina terapéutica que inhibe la proliferacidn de
una célula neopldsica. En una realizacidén, el retrovirus
comprende un polinucledtido que codifica un polipéptido que tiene
uha secuencia como se establece en la SEQ ID NO: 4, 12, 14, 16, o

18.

[0017] Los detalles de una o mas realizaciones de la descripcién

se establecen en los dibujos que acompafan y la descripcion

adelante. Serdn evidentes otras caracteristicas, objetos vy
ventajas de la descripcidén vy los dibujos, y de las
reivindicaciones.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0018) La figura IA-D muestra {a) un esquema de un vector
retrovirico recombinante de la descripcién; (b) un mapa de
plasmido de un polinucledtido de 1la descripcidn; (c y d} una

secuencia de un polinucledtido de la descripcién (SEQ ID NO: 19).

[0019) La figura 2A-D muestra esquemas para la generacidén de
varias realizaciones de la descripcién que comprende polipéptidos

con actividad CD, OPRT y UPRT.
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[0020] La f£igura 3 muestra que se observan altos niveles de la
proteina yCD2 comparadeo con la proteina yCD tipo natural en

células infectadas U-87.

[0021) La figura 4 nmuestra la estabilidad de un vector dgue
comprende un polipéptido CD de la descripcidn y la comparacidon

con otros vectores de la descripcidn.

[0022] La figura 5A-B muestra gue una actividad desaminasa
citosina y el vector de la descripcidén proporciona mejor
expresidn o expresion comparable, y por lo tanto muerte, de la
rata RG2 infectada {5A) o de las células U87 (5B) comparadc con
la actividad yCD tipe natural (T5.0007), cuando se exponen las

células infectadas a inveles incrementados de 5-FC.

[0023] La figura 6 muestra que la actividad especifica en células
UB7 infectadas de T5.0002 (yCDZ) es mayor gque T5.0001 (yCD

parcialmente optimizado) gue es mayor que T5.0007 (yCD en peso).

[0024] Los simbolos de referencia en los varios dibujos indica

elementos similares.
DESCRIPCION DETALLADA

[0025] Como se utiliza aqui y en las reivindicaciones adjuntas,
las formas singulares “un”, “y”, y “el” incluyen referentes de
plural a menos que el contexto indique claramente otra cosa. Asi,

por ejemplo, la referencia a “una célula” incluye una pluralidad

15



10

15

20

25

13

de tales células y la referencia a "“el agente” incluye la
referencia a unc o mads agentes conocidos por aquellos expertos en

la técnica, y asi establecidos.

[0026] También, el uso de “o” significa “y/o0” a menos gque de
indique otra cosa. De forma similar, “comprende”, “comprenden”,
ALY

“que comprende” Mincluyen”, “incluye”, vy gue incluye” son

intercambiables y no estan destinados a ser limitantes.

[(0027] Se entiende adicionalmente que en donde las descripciones
de varias realizaciones utilizan el término “que comprende,”
aquellos expertos en la técnica entenderdn que en algunos casos
especificos, una realizacidn se puede describir alternativamente
utilizando el idioma ™“que consiste esencialmente de” o “que

consiste de.”

[0028] A menos que se defina otra cosa, todos los términos
quimicos o cientificos utilizados agui tienen el mismo
significado comc se entiende comunmente por parte un experto en
la técnica a la cual pertenece esta descripcidn. Aunque se pueden
utilizar los métodos y materiales similares o© equivalentes a
aguellos descritos aqui en la practica de los métecdos vy
composiciones descritas, se describen agui los métodos de

ejemplo, dispositivos y materiales.

[0029] Las publicaciones discutidas anteriormente y a través del
texto se proporcionan uUnicamente para su descripcidon antes de la

fecha de presentacién de 1la solicitud actual. Nada aqui se

jlv/\
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contituye como una admisidén que los inventores no tienen derecho
a anticipar tal descripcién por virtud de la descripcidn

anterior.

[0030] Una desaminasa citosina (EC 3.5.4.1) es una enzima que

cataliza la reaccidén quimica
citosina + H,O0 =-> uracilo + NHj

Asi, los dos sustratos de esta enzima son citosina y H0,
mientras que sus dos productos son uracilo y NH;. Esta enzima
pertenece a la familia de las hidrolasas, aquellas que actian en
los enlaces de carbono-nitrégeno diferentes a los enlaces de
péptido, especificamente en amidinas c¢iclicas. El nombre
sistemadtico de esta clase de enzima es citosina aminochidrolasa.
Esta enzima también se demonina isodesaminasa citosina. Esta

enzima participa en el metabolismo de la pirimidina.

[0031) Mas particularmente, la desaminasa citosina es une enzima
involucrada en la ruta metabdlica para las pirimidinas, a través
de las cuales se transforma la citosina exdgena, por medio de la
desaminacién hidrelitica, dentro del uracilo. Las actividades de
desaminasa citosina (CDasa o CD) se han demostrado en procariotos
y eucariotos inferiores, pero ellos estadn ausentes en los
mamiferos (Koechlin et al., 1966, Biochem. Pharmacol. 15, 435-
446; Polak et al., 1976, Chemotherapy 22, 137-153). El1 gen FCY1l
de Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) y el gen codificante

de E. coli, que codifica, respectivamente, la CDasa de estos dos
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organismos, se conocen y sus secuencias se publican (EP 402 108;
Erbs et al., 1997, Curr. Genet. 31, 1-6; WO 93/01281). La CDasa
también desamina un andlogo de c¢itosina, 5-flucrocitosina (5-FC)
a 5- fluorouracilo (5-FU}, que es un compuesto altamente
citotdxico, en particular cuando este se convierte a 5-flucro-UMP
(5-FUMP). Las células que carecen de actividad CDasa, debido a
una mutacién inactivante del gen que codifica la enzima ¢ a su
deficiencia natural para esta enzima (por ejemplo células de
mamifero) son resistentes a 5-FC (Jund and Lacroute, 1970, J.
Bacteriol. 102, 607-615; Kilstrup et al., 1989, J. Bacteriol.,
171, 2124-2127). Por otra parte, se ha demostrado que es posible
transmitir la sensibilidad de 5-FC a las células de mamifero
dentro de las cuales se ha transferido la secuencia que codifica
una actividad CDasa (Huber et al., 1993, Cancer Res. 53, 4619-
4626; Mullen et al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 33-37;
WO 93/01281). De acuerdo ceon lo anterior, el usc de CD es
ventajoso en el contexto de la terapia de gen, en particular

terapia de gen antineoplasica.

[0032] Sin embargo, la sensibilidad del 5-FC varia a un gran
grado dependiendo de las estirpes celulares. Se observa baja
sensibilidad, por ejemplo, en PANC-I (carcinoma del pancreas} y
estirpes celulares de tumor humano SK-BR-3 (adenocarcinoma de
mama) se transducen c¢on un retrovirus gue expresa el gen
codificante de E. coli (Harris et al., 1994, Gene Therapy 1, 170-
175). Este fendmeno es explica mediante la ausencia © pobre
conversién enddégena del 5-FU formado por la accién enzimatica de

la CDhasa, con el 5-FUMP citotdxico. Esta etapa, que se lieva a
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cabo normalmente con células de mamifero mediante orotato
fosforibosiltransferasa {(OPRTasa), puede estar ausente en varios
tumores vy asi hace terapia de gen con base en la CbDasa
inefectiva. En los procariotos y eucariotos inferiores, el
uracilo se transforma dentro de UMP a través de la accién del
uracil fosforibosiltransferasa (actividad UPRTasa). Esta enzima
también se convierte de 5-FU a 5-FUMP. De manera importante, la
uracil fosforibosiitransferasa bacteriana {UPRT) es
funcionalmente equivalente a orotato fosforibosiltransferasa
(OPRT) o sintasa uridina-5'-monofosfato de las células de
mamifero. Estas enzimas median la conversién de 5-fluorouracilo
(5-FU) (un analogo fluorinado de uracilo}) a 5-fluorouridina 5'
monofosfato (5-FUMP}. La 5- fluorouridina 57 monofosfato se
convierte posteriormente a 5-FdUDP y FAUTP por medio del mamifero
de novo de la ruta pirimidina. Cada S$-FdUTP es un inhibidor
irreversible de la sintasa timidilato (Thy-A) y resulta en la
estarvacién del dTTP. Se acepta ampliamente que esta conversidn
es una de las rutas requisito para alcanzar los efectos
citotdxicos de 5-fluorouracilo Y gue el vracil
fosforibosiitransferasa bacteriano de origen bacterianc es capaz
de convertir el 5- fluorouracilo en el mismo metabolito activo
come lo hace el orotato fosforibosiltransferasa de mamifero. En
la ausencia de la actividad UPRTasa o la actividad OPRTasa, el 5-
FU, originado de la desaminacidén del 5-FC mediante la CDasa, no
se transforma en 5-FUMP citotéxico (Jund and Lacroute, 1970, J.

Bacteriol. 102, 607-615).
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[0033] Como se describe aqui, la descripcién proporcicna
polinucleétidos que codifican los polipéptidos y los polipéptidos
gue comprenden una fusién de un primer polipéptido que tiene
actividad desaminasa citosina y un segundo polipéptido que
comprende actividad UPRT o OPRT. Tales construcciones de fusidn
son utiles para convertir uracilo, o un derivado del mismo, en un

andlogo de monofosfate, y en particular 5-FU en 5-FUMP.

[0034] Como se describird en més detalle adelante, la descripcidn
se basa, por lo menos en parte, en la generacidn y expresidn de
polipéptidos novedosos gue catalizan la conversidén de 5-FC a o5-
FU. En una realizacidn, se proporcionan polipéptidos novedosos
gue se han construido por ingenieria mejoran las propiedades
cataliticas para la conversidén de 5-FC a 5-FU. Tales polipéptidos
incluyen variantes que se han alterado para incluir sustituciones
de amincacido en los residuos especificos. Bunque estas variantes
se describiradan en mas detalle adelante, se entiende que los

polipéptidos de la descripcién pueden contener uno o mas

aminodcidos modificados. La presencia de los aminoécidos
modificados puede ser ventajosa en, por ejemplo, (a) incrementar
la vida util del polipéptido in vivo, (b) reducir o incrementar
la antigenicidad del peolipéptido, y (c) incrementar la

estabilidad de almacenamiento del polipéptido. Se modifican los

aminocacidoes, por ejemplo, co-traduccionalmente o] post-
traduccionalmente durante la produccién recombinante (por
eiemplo, glucosilacién ligada a N en los motivos N--X- -S/T

durante expresién en células de mamifero} o se modifica por

medios sintéticos. De acuerdo con lo anterior, una proteina
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“mutante’”, “variante” o “modificada”, enzima, pclinucledtido,
gen, o célula, significa una proteina, enzima, pelinucledtido,
gen, © célula, que se ha alterado o derivado, o es en alguna
forma diferente O cambiado, de unha procteina, enzima,
polinucleétido, gen, o c¢élula progenitora. Una proteina ¢ enzima
mutante o modificada usualmente, aungue no necesariamente, se

expresa a partir de un polinucledétido o gen mutante.

[0035] Una “mutacidn” significa cualquier procesc ¢ mecanismo gue
resulta en una protelina, enzima, polinucledtido, gen, o célula
mutante. Esto incluye cualquier mutacidén en el cual se altera una
proteina, enzima, polinucledtido, o secuencia de gen, y cualquier
cambic detectable en una célula gue surge de tal una mutaciodn.
Tipicamente, ocurre una mutacidén en un polinucledtide o secuencia
de gen, mediante mutaciones de punto, eliminaciones, o
inserciones de los Unicos o multiples residuos de nucledtido. Una
mutacidén incluye alteracicnes de polinucledtido que surgen dentro
de una regidén que codifica la proteina de un gen asi como también
alteraciones en regiones por fuera de una secuencia gque codifica
la proteina, tal como, pero no limitado a, secuencias promotoras
o reguladoras. Una mutacidén en un gen puede ser “inactivo”, es
decir, no se refleja en una alteracidén de aminodcido luego de lsa
expresidén, que conduce a una varlante Tconservadora de la
secuencia” del en. Esto surge generalmente cuando un amincacido

corresponde a mas de un coddn.

[0036] Los ejemplos no limitantes de un amincacido modificado

incluyen un aminodcido glucosilado, un aminocacido sulfatadeo, un
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amincacidoe prenilado (por ejemplo, farnesilado,
geranilgeranilado), un aminoéacido acetilado, un aminoacido
acilado, un aminocacido pegilado, un amincadcido biotiniladeo, un
aminodcido carboxilatado, un aminoacido fosforilado, y similares.
Las referencias adecuadas para guiar a un experto en la
modificacidén de aminoacidos se encuentran a lo largo de la
literatura. Los protocolos de ejemplc se encuentran en Walker

(1998) Protein Protocols on CD-ROM {Humana Press, Towata, N.J.).

[0037] Se describen aqui los métodos recombinantes para producir,
aislar, y utilizar los polipéptidos CD modificados vy 1los
polinucledétidos de la descripcidén. En adicidén a la produccidn
recombinante, los polipéptidos se pueden producir mediante
sintesis de péptido directa utilizando técnicas de fase sdlida
(por ejemplo, Stewart et al. (1969) Solid-Phase Peptide Synthesis
(WH Freeman Co, San Francisco); y Merrifield (1963) J. Am. Chem.
Soc. 85: 2145-2154). Se puede desarrollar sintesis de péptido
utilizando las técnicas del manual o mediante automatizacidn. Se
puede lograr sintesis automatica, por ejemplo, utilizando Applied
Biosystems 431A Peptide Synthesizer (Perkin Elmer, Foster City,
Calif.) de acuerdo con las instrucciones proporcionadas por el

fabricante.

[0038] Por wvia de ilustracidén, las secuencias de acido nucleico
que codifican las UPRTasas de E. coli (Anderson et al., 1992,
Eur. J. Biochem 204, 51-56}, de Lactococcus lactis (Martinussen
and Hammer, 1994, J. Bacteriol. 176, 6457-6463), de Mycobacterium

bovis (Kim et al., 1997, Biochem MoI. Biol. Int 41, 1117-1124) vy

~
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de Bacillus subtilis (Martinussen et al., 1995, J. Bacteriol.
177, 271-274) se pueden utilizar en el contexto de la
descripciébn. Sin embargo, el uso de una UPRTasa de levadura, y en
particular que se codifica mediante el gen FURLl de S. cerevisiae,
cuya secuencia se describe en Kern et al. (1990, Gene 88, 149-
157) se incorpora aqui como referencia. Por medio de la
indicacién, las secuencias de los genes y aguellas de las
UPRTasas correspondientes se pueden encontrar en la literatura y
los bancos de datos especializados (SWISSPROT, EMBL, Genbank

Medline, etc.).

[0039] Una “proteina” o “polipéptido”, cuyos términos se utilizan
intercambiablemente aqui, comprende una o mas cadenas de bloques
de construccién quimica denominados aminoacidos que se ligan
mediante enlaces quimicos denominados enlaces de péptido. Una
“enzima” significa cualquier sustancia, preferiblemente compuesta
completamente o mayocrmente de la proteina, que se cataliza o
promueve, mas o menos especificamente, una o mas reacciones
quimicas o bioquimicas. El1 término “enzima” también se puede
referir a un polinucledétido catalitico (por ejemplo, ARN o ADN).
Una proteina “nativa” o “tipe natural”, enzima, polinucledtido,
gen, o célula, significa una proteina, enzima, polinucledtido,

gen, o célula gue ocurre en la naturaleza.

[0040]) De acuerdo con lc anterior, en varias realizaciones, se
proporcionan polipéptidos recombinantes o aislados gue comprenden
la SEQ ID NO: 2 con una mutacidén seleccionada del grupo que

consiste de A23L, V108I, 1I140L y cualguier combinacidén de los
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mismos. En todavia otra realizacién, el polipéptido comprende la
secuencia como se establece en la SEQ ID NO: 4 e incluye hasta
50, 25, 10, o 5 sustituciones de aminoacido conservadoras que
excluyen los residuos: (a) 23, 108 y 140. En general, los
polipéptidos proporcionados aqui exhiben actividad desaminasa

citosina util para convertir 5-FC a 5-FU.

[0041] La descripcidén también proporciona un polipéptido que
comprende una secuencia que es por lo menos 80%, 90%, 95%, 98% o
99% idénticas a la SEQ ID NO: 4, en donde el polipéptido tiene
una leucina en la posicidédn 23, una isoleucina en la posicién 108
v una leucina en la posicién 140, y en donde el polipéptido tiene
actividad desaminasa citosina. En todavia otra realizacidén, el
polipéptido comprende la secuencia como se establece en la SEQ ID

NO: 4.

(0042} La descripcidn proporciona adicionalmente construcciones

de fusidén que comprenden uno cualquiera de los polipéptidos

anteriores ligados operablemente a un uracil
fosforibeosiltransferasa (UPRT) o) un oratato
fosforibesiltransferasa (OPRT) . En una realizacién, la

construccién de fusidén comprende un primer polipéptido que
comprende SEQ ID NO: 2 con una mutacidén seleccionada del grupo
que consiste de A23L, V108I, I140L y cualguier combinacién de los
mismos ligade a un segundo polipéptido que tiene actividad UPRT u
OPRT. FEn todavia otra realizacidén, la construccidén de fusidn
comprende un primer polipéptido que tiene la secuencia como se

establece en la SEQ ID NO: 4 e incluye hasta 50, 25, 10,

o 5
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sustituciones de amincdcido conservadoras gue excluyen 1los
residuos: 23, 108 y 140 en donde el primer polipéptido se liga a
un segundo polipéptidoe gue tiene actividad UPRT o OPRT. La
descripcién también proporciona una construccidén de fusidn que
comprende un primer polipéptido que tiene actividad desaminasa
citosina y gue comprende una secuencia que es por lo menos 80%,
90%, 95%, 98% o 99% idéntica a la SEQ ID NO: 4, en donde el
polipéptido tiene una leucina en la posicidén 23, una isoleucina
en la posicién 108 y una leucina en la posicidén 140, y en donde
el primer polipéptido se 1liga a un seqgundo polipéptido que
comprende actividad UPRT o OPRT. En wuna realizacidn, los
polipéptidos que tienen actividad UPRT o OPRT comprende una
secuencia como se establece en la SEQ ID NO: 8 y 10,
respectivamente, o sus variantes. En todavia otra realizacidn, un
primer polipéptido que comprende actividad desaminasa citosina se
liga a un polipéptido que tiene actividad UPRT o OPRT, en donde
los polipéptidos se separan mediante un ligador de péptido. En
otra realizacién, la construccién de fusidn comprende una
secuencia seleccionada del grupo gue consiste de de la SEQ ID NO:

11, i2 o 13.

{0043) El término “ligadoe operablemente” o} “asociado
operablemente” se refiere a un ligado funcional o asociaciodn
entre una secuencia reguladora y el polinucledtido regulado por
la secuencia reguladora ¢ entre dos polipéptidos distintos o los

polinucledétidos gue codifican tales polipéptidos.
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[0044] Una construccién de fusidn gue comprende un polipéptido
que tiene actividad CD y un polipéptido que comprende actividad
UPRT o OPRT se puede construir por ingenieria por contener un
sitio de divisién para ayudar en la recuperacién de la proteina u
otro grupo funcional ligador. Tipicamente un ligador serd un
ligador del grupo funcional de péptido. La longitud del grupo
funcional ligador se selecciona para optimizar 1la actividad
biolégica del polipéptido CD y el polipéptido UPRT o OFRT y se
puede determinar empiricamente sin la debida experimentacidén. El
grupo funcional ligader debe ser lo suficientemente larga vy
suficientemente flexible para permitir a un sustrato interactuar
con el polipéptido CD y un sustrato con el polipéptido UPRT o
QOPRT. Un grupo funcional ligador es un péptido entre
aproximadamente uno y 30 residuos de amincdcido en longitud,
tipicamente entre aproximadamente dos y 15 residuos de
amincacido. Ejemplos de grupos funcionales ligadores son --Gly--
Gly--, GGGGS (SEQ ID NO:22), (GGGGSIy=(SEg ID NO:23),
{SGGGG) y={SEQ ID NQO: 24), GKSSGSGSESKS (SEQ ID NO:25),
GSTSGSGKSSEGKG (SEQ ID NO:26), GSTSGSGKSSEGSGSTKG (SEQ ID NO:
27), GSTSGSGKPGSGEGSTKG (SEQ ID NO:28), o EGKSSGSGSESKEE (SEQ ID
NO:29). Los grupos funcicnales ligadores se describen, por
ejemplo, en Huston et al., Proc. Nat ' 1 Acad. Sci 85:5879, 1988;
Whitlow et al., Protein Engineering 6€:989, 1993; y Newton et al.,
Biochemistry 35:545, 1996. Otros ligadores de péptido adecuados
son aquellos descritos en las Patentes Estadounidenses Nos.
4,751,180 y 4,935,233, que se incorporan aqui como referencia.
Una secuencia de ADN gque codifica un ligador de péptido deseado

se puede insertar entre, y en el mismo marco de lectura como, un
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polinucledétido gque codifica un polipéptido CD seguido por un
polipéptido UPRT o OPRT, utilizando cualquier técnica
convencional adecuada. Por ejemplo, un oliglonucleétido
sintetizado guimicamente gque codifica el ligador que se puede
ligar entre dos polinucledtidos codificantes. En realizaciones
particulares, un polipéptido de fusidén comprende de dos a cuatro
dominios separados (por ejemplo, un dominio CD y un UPRT o OPRT)

se separan mediante ligadores de peéeptido.

[0045] “sustitucidébn de aminodcido conservadora” o, simplemente,
“variaciones conservadores” de una secuencia particular se
refiere al reemplazo de un aminodcido, o serie de aminoacidos,
con secuencias de aminodcido esencialmente idénticas. Un experto
reconocera que sustituciones, eliminaciones o] adiciones
individuales que alteran, agregan o eliminan un aminoacido uUnico
0 un porcentaje de aminocdcidos en una secuencia codificante
resulta en "“variaciones conservadoras” en donde las alteracilones
resultan en 1la eliminacién de un amincadcido, adicién de un
aminoacido, o© sustitucidn de un amincdcido con un amincacido

guimicamente similar.

(004¢6] Las tablas de sustitucidén conservadora proporcionan
amincacidos funcionalmente similares que son bien conocidos en la
técnica. Por ejemploc, un grupo de sustitucidén conservadora
incluye Alanina (A), Serina {S), y Treonina (T). Otro grupo de
sustitucidédn conservadora incluye acido Aspartice (D) vy acido
Glutamic (E). Otro grupo de sustitucidn conservadora incluye

Asparagina (N) y Glutamina (Q). Todavia otroc grupo de sustitucidn
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conservadora incluye Arginina (R) y Lisina (K). Otro grupo de
sustitucidén conservadora incluye Isoleucina, (I) Leucina (L),
Metionina (M), y Valina (V). Otro grupo de sustitucidn
conservadora incluye Fenilalanina (F), Tirosina (YY), y Triptofan
(W) .

[0047] Asi, "“sustitucicnes de aminoacido conservaderas” de una

secuencia de polipéptido listada (por ejemplo, SEQ ID NOs: 2, 4,
6, 8, 10, 11, 12, 13 etc.}) incluyen las secuencias de un
porcentaje, tipicamente mencs de 10%, de los aminoacide de 1la
secuencia de polipéptido, con un aminoacido conservativamente
seleccionado del mismo grupo de sustitucidn conservadora. De
acuerdo con lo anterior, una variacidn conservativamente
sustituida de un polipéptido de la descripcidén puede contener
100, 75, 50, 25, o 10 sustituciones c¢con una variacién
conservativamente sustituida del misme grupo de sustitucidn

conservadora.

[0048] La “actividad” de una enzima es una medicidén de su
capacidad para catalizar una reaccién, es decir, para
“funcionar”, y se puede expresar como un indice en el cual se
produce el producto de la reaccidn. Por ejemplo, la actividad de
enzima se puede representar como la cantidad de producto
producido por unidad de tiempo o por unidad de enzima (por
ejemplo, concentracién o peso), o en términos de afinidad o las
constantes de disociacidén. Como se utiliza intercambiablemente
aqui una “actividad desaminasa citosina”, “actividad biclégica de

hyY

o “actividad funcional de una desaminasa

’Jb
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citosina %, se refiere a una actividad ejercida mediante una
proteina desaminasa citosina, o polipéptido de la descripcidn, en
un sustrato desaminasa citosina, como se determina in vivo, © in
vitro, de acuerdo con técnicas estandar. Los ensayos para medir
la actividad desaminasa citosina se conocen en la técnica. Por
ejemplo, se puede medir una actividad desaminasa citosina al
determinar el indice de conversidén de 5-FC a 5-FU o citosina a
uracilo. La deteccidn de 5-FC, 5-FU, citosina y uracilo se puede
desarrollar mediante cromatografia y otros métodos conocidos en

la técnica.

[004%] Un experto en la técnica apreciard que muchas variacilones
conservadoras de las construcciones de Aacido nucleico que se
describen producen una construccién funcionalmente idéntica. Por
ejemplo, como se discutid anteriormente, propic a la degeneracidn
del cédige genético, “sustituciones inactivas” (es decir,
sustituciones en una secuencia de &cido nucleico gue no resultan
en una alteracién en un polipéptido codificado) son una
caracteristica implicada de cada secuencia de &cido nucleico que
codifica un aminoacido. Se apreciara por aquellos experﬁos en la
técnica que debido a la degeneracién del cdéddigo genético, una
multitud de secuencias de nucleétido que codifican los
polipéptidos desaminasa citosina modificados de la descripcidn se
pueden producir, algunas de las cuales 1llevan identidad
sustancial en las secuencias de Aacido nucleicc explicitamente
descritas aqui. Por ejemplo, los codones AGA, AGG, CGA, CGC, CGG,
y CGU codificaradn 1la arginina de aminocacido. Asi, en cada

posicidén en los nucledtidos en 1la descripcidén en donde una
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arginina se especifica mediante un coddén, el coddébn se puede
alterar en cualgquiera de los codones correspondientes descritos
anteriormente sin alterar el polipéptido codificado. Se entiende
que en U en una secuencia de ARN corresponde a T en una secuencia

de ADN.

(0050] De forma similar, “sustituciones de amincacido
conservadoras,” en uno © uncs pocos amincicidos en una secuencila
de aminocdcido se sustituyen con diferentes aminoacidos con
propiedades altamente similares, también se identifican
facilmente cuando es altamente similar a una construccidn
descrita. Tales variaciones conservadoras de cada secuencia
descrita son una caracteristica de los polipéptidos

proporcicnados aqui.

[0051] “Wariantes conservadoras” son proteinas © enzimas en las
gque se ha cambiado un residuo de aminodcido dado sin alterar la
conformacidén general y la funcidén de la proteina o enzima que
incluye, pero no se limita a, el reemplazo de un amincacido con
uno que tiene propiedades similares, que incluye caracter polar o
no polar, tamafio, forma y carga. Los aminocadcidos diferentes a
aquellos indicados como conservados pueden diferir en wuna
proteina o enzima ya que el porcentaje de la secuencia de
proteina o aminodcido similarmente entre cualquiera de las dos
proteinas de funcién similar puede variar y puede ser, por
ejemplo, por lo mencos 30%, por lo menos 50%, por lo menos 70%,
por lo menos 80%, o por lo menos 90%, como se determina de

acuerdo con un esquema de alineacidén. Como se denomina aqui,
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“similitud de secuencia” significa el grado en el cual se
relacionan las secuencias nucledtido o proteina. El1 grade de
similitud entre las dos secuencias con base en el porcentaje de
identidad de secuencia y/o conservacién. “Identidad de secuencia”
aqui significa el grado en el cual las dos secuencias de
nucledétido o] aminocacido son invariantes. “Alienacidén de
secuencia” significa el proceso de alineacién de dos o mas
secuencias para alcanzar niveles maximos de identidad (y, en el
caso de las secuencias de amincacido, la conservacidn) para el
propd6sito de evaluar el grado de similitud. Numerosos métodos
para las secuencias de alineacidn ¥ para evaluar la
similitud/identidad se conocen en la técnica tal como, por
ejemplo, el método Cluster, en donde la similitud se basa en el
algoritmo MEGALIGN, asi como también BLASTN, BLASTP, y FASTA
(Lipman and Pearson, 1985; Pearson and Lipman, 1988). Cuando se
utilizan todocs estos programas, las configuraciones preferidas
son aquellas que resultan en la similitud de secuencia mayor. Por
ejemplo, la “identidad” o “porcentaje de 1dentidad” con respecto
a un par particular de las secuencias de amincdcide alineadas
puede referir al porcentaje de identidad de la secuencia de
amincacido que se obtiene mediante andlisis ClustalW (versidén W
1.8 disponible de European Bioinformatics Institute, Cambridge,
UK), que cuenta el numero de coincidencias idénticas en 1la
alineacidn y divide tal numero de coincidencias idénticas por la
longitud mayor de (i) de las secuencias alineadas, y (ii) 96, y
utilizande los siguientes pardmetros de falta ClustalW para
alcanzar alineaciones en forma de par lentas/exactas—Penalidad de

Espacio Abierto: 10; Penalidad de extensién de Espacio: 0.10;
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matriz de peso de la Proteina: Gonnet series; matriz de peso de
ADN: IUB; alineaciones en forma de par Lentas/Rapidas Toggle =

Alineaciédn LENTA o COMPLETA.

[0052] Las dos secuencias se “alinean &éptimamente” cuando ellas
se alinean para la clasificacidén de similitud utilizande una
matriz de sustitucién de aminocdcido definida (por ejemplo,
BLOSUM62), penalidad de existencia de espacio y penalidad de
extension de espacio con el fin de arribar en la clasificaciodn
mayor posible para el par de las secuencias. Las matrices de
sustitucién de aminodcido y su uso en cuantificar la similitud
entre las dos secuencias son bien conocidos en la técnica y se
describen, por ejemplo, en Dayheoff et al. (1978} ™A model of
evolutionary change in proteins” en "“Atlas of Protein Seqguence
and Structure”, Vol. 5, Suppl. 3 {ed. M. 0. Dayhoff), pp. 345-
352. Natl. Biomed. Res. Found., Washington, D. C. y Henikoffet
al. (1992) Proc. Nat ' 1. Acad. Sci. USA 89: 10915-10919. La
matriz BLOSUM62 (FIG. 10) se utiliza frecuentemente come una
matriz de sustitucidn de clasificacién de falta en los protocolos
de alineacidén de secuencia tal como Gapped BLAST 2.0. La
penalidad de existencia de espacio se impone a la introduccidn de
un espacic de aminodcido unico en una de las secuencias
alineadas, y la penalidad de extensidén de espacio se impone para
cada posicidén de aminodcide wvacia adicional insertada dentro del
espacio ya abierto. La alienacidn se define por las posiciones de
los aminocdcidos de cada secuencia en la que la alineacidn empieza
y finaliza, y opcionalmente mediante la insercién de un espacio o

multiples espacios en una o ambas secuencias con el £fin de
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arribar en la clasificacién mayor posible. Mientras que se puede
llevar a cabo manualmente la alineacidn y clasificaciédén éptima,
el proceso se facilita mediante el wuso de un algoritmo de
alineacién implementadc por computador, por ejemplo, separacidn
BLAST 2.0, descrito en Altschul et al. (1997) Nucl. Acids Res.
25: 3389-3402, y se encuentra diponible al publico en el sitio
web del Centro Nacional para la Informacidén Biotecnoldgica (NCBI)
{www.ncbi.nlm.nih.gov). Las alineaciones ¢&ptimas, gue incluyen
multiples alineaciones, se pueden preparar utilizando, por
ejemplo, PSI-BLAST, disponible a través del sitio web NCBl vy
descrite por Altschul et al. (1997) Nucl. Acids Res. 25:33889-

3402.

[0053]) Con respecto a una secusencia de aminodcido gque se alinea
dptimamente con una secuencia de referencia, un residuo de
amincacido “corresponde a” la posicidn en la secuencia de
referencia con la cual el residuo se empareja en la alineaciédn.
La “posicién” se denota por un numeroe que  identifica
secuencialmente cada aminoacido en la secuencia de referencia con
base en su posicidén con relacidédn al Terminal N, Propio a la
eliminaciones, inserciones, truncaciones, fusiones, etc., gue se
puede tomar en cuenta cuando se determina una alineacidén dptima,
en general el numero de residuo de aminodcido en una secuencia de
prueba como se determina mediante conteo simple del terminal N no
serd necesariamente el mismo como el numerc de su posicidn
correspondiente en la secuencia de referencia. Por ejemplo, en un
caso en donde exista eliminacidén en una secuencia de prueba

alineada, no existira aminoacido que corresponda a una posicién
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en ia secuencia de referencia en el sitio de eliminacién. En
donde existe una insercién en la secuencia de referencia
alineada, que se inserta no correspondera a cualquier pcsicidn de
aminodcido en la secuencia de referencia. En el caso de
truncacilones o fusicnes existe estiramiento de los amincacidos en
la secuencia de referencia o la secuencia alineada gue no
corresponde a cualqguier aminoacido en la secuencia

correspondiente.

[0054] Las modificaciones no conservadoras de un polipéptido
particular son agquellas gue sustituyen cualquier amincédcido no
caracterizade como una sustitucidén conservadora. Por ejemplo,
cualgquier sustitucidén que cruza los enlaces de los seis grupos
establecides anteriormente. Estos incluyen sustituciones de los
aminocacidos acidicos o basicos para los aminocacidos neutros (por
ejemplo, Asp, GIu, Asn, o©o GIn para VaI, lie, Leu o Met),
aminodcido aromatico para los aminoacidos acidicos o béasicos (por
ejemplo, Phe, Tyr o Trp for Asp, Asn, GIu o GIn) o cualquier otra
sustitucidén gue no reemplaza un amincacido con un aminoacido

similar. Las cadenas laterales basicas incluyen 1lisina (K),

arginina (R), histidina (H) ; las cadenas 1laterales acidicas
incluyen acido aspértice (D), 4&cido glutédmico (E); cadenas
laterales polares no cargadas que incluyen glicina (G},

asparagina (N), glutamina (Q), serina (S}, treonina (T), tirosina

(Y), cisteina ({(C); cadenas laterales no polares gue incluyen
alanina (A), valina (V), leucina (L), iscleucina (I), prolina
(P), fenilalanina (F), metionina (M), triptofan (W}; cadenas

laterales ramificadas beta que incluyen treonina (T), valina (V),

(N,
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isoleucina (I}); <cadenas laterales aromdticas que incluyen

tirosina (Y), fenilalanina (F), triptofan (W), histidina (H).

[0055] De acuerdo con lo anterior, algunos residuos de aminoacido
en las posiciones especificas en un polipéptido se “excluyen” de
las sustituciones de aminodcido conservadoras. Por ejemplo, la
descripcién proporciona un polipéptideo que comprende una
secuencia como se establece en la SEQ ID NO: 4. En algunas
realizaciones, el polipéptido se puede alterar con sustituciones
de aminocdcido conservadoras como se describid anteriormente, sin
embargo, ciertos residuos se dejan deseablemente no sustituidos

tal como los residuos en las posiciones 23, 108, y 140.

[0056] Una proteina, enzima, polinucledtido, gen, o célula,
“progenitora” es cualquier proteina, enzima, polinucleétido, gen,
o célula, de la cual se deriva o se hace cualquier otra proteina,
enzima, polinucledtido, gen, o célula, utilizando cualesquier
métodos, herramientas o técnicas, y si o no el progenitor es en
si mismo native o mutante. Un pelinucledtido progenitor o gen que

codifica una proteina o enzima progenitora.

[0057] Un polinucledtido, polipéptido, u otro componente se
“aisla” cuando este se separa parcialmente o completamente de los
componentes con los cuales este se asocla normalmente (otras
proteinas, dcidos nucleicos, células, reactiveos sintéticos,
etc.). Un Acido nucleico o polipéptido es “recombinante” cuando
este es artificial o se construye por ingenieria, o se deriva de

una proteina o &acido nucleico artificial o construido por
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ingenieria. Por ejempleo, un polinucledtido que se inserta dentro
de un vector o cualgquier otra ubicacién heteréloga, por ejemplo,
en un genoma de un organismo recombinante, de tal manera que este
no se asocia con las secuencias de nucledtide que f{languean
normalmente el polinucledtide cuando este se encuentra en la
naturaleza es un polinucledétido recombinante. Una proteina
expresada in vitro o in vivo de un polinucledtide recombinante es
un ejemplo de un polipéptido recombinante. De esta forma, una
secuencia de polinucledtido que no aparece en la naturaleza, por
ejemplo wuna variante de un gen de ocurrencia natural, es

recombinante.

[0058] En otras realizaciones, los polinucledtidos aislados se
proporcionan que codifican un polipéptido desaminasa citosina o
construccién de fusidn de la descripcidn. En un aspecto, la

descripcién proporciona un polinucledtido aislado o recombinante

denominado agui como “polinucledtidos CD optimizados”,

“polinucledétidos CD” o “polinucledtidos de fusién CD.” Los

términos “polinucledtido”, “secuencilia de nucledtide”, “molécula
P y

de acido nucleico” se utilizan para referirse a un polimero de
los nucledtidos (A, C, T, U, G, etc. o los andlogos de nucledtido
de ocurrencia natural o artificiales), por ejemplio, ADN o ARN, o
una representacidédn de los mismos, por ejemplo, una cadena de
caracteres, etc., dependiendo del contexto relevante. Un
polinucleétido dado o polinucledtido complementario se puede

determinar de cualquier secuencia de nucledtido especifica.
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[0059] Una realizacién de la descripcidn pertenece a
polinucledtidos aislados que codifican una desamina citosina un
polipéptido desaminasa citosina mutante o sus porciones
bioldégicamente activas. Como se utiliza aqui, el término
“molécula de &acido nucleico” o “polinucledétido” esta destinado a
incluir moléculas de ADN (por ejemplo, cADN o ADN gendmico) vy
moléculas de ARN (por ejemplo, mARN) y anadlogos del ADN o ARN
generados utilizando anadlogos de nucledtido. La molécula de acido

nucleico puede ser monocatenaria o bicatenaria.

[0060] En wuna realizacidén, un polinucledtido CD optimizade o
polinucleétido CD comprende formas aisladas, recombinantes o
construidas por ingenieria de &cidos nucleicos de ocurrencia
natural aislados del organismo, por ejemplo, una bacteria o cepa
de levadura. Los polinucledtidos CD de ejemplo incluyen aquellos
que codifican los polipéptidos tipo natural establecidos en la
SEQ ID NO: 2. En otra realizacién de la descripcidn, los
polinucleétidos CD se producen por diversificaciédn, por ejemplo,
recombinacién y/o mutacién de uno o mas polinucledtidos CD
recombinantes, aislados o de ocurrencia natural. Como se describe
en mas detalle en cualquier parte agui, es posible generar
polinucleétidos CD diversificados que codifican los polipeptidos
CD con atributos funcionales superiores, por ejemplo, funcidn
catalitica incrementada, estabilidad incrementada, o nivel de
expresién mayor, que un polinucledtide CD wutilizado como un
sustrato o progenitor en el proceso de diversificacidn. Los

polinucleétidos de ejemplo incluyen la SEQ ID NO: 3 y 5 vy
S
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aquellos que codifican los polipéptidos CD variantes de la

descripcidn.

[0061] Los polinucledtidos de la descripcidn tienen una variedad
de usos en, por ejemplo, produccién recombinante (es decir,
expresidén) de los polipéptidos CD de la descripcidédn y como
sustratos para generacién de diversidad adicicnal, por ejemplo,
reacciones de recombinacidén o reacciones de mutacidén para

producir nuevos y/o mejorados homdélogos CD, y similares.

[0062] Es importante notar que ciertas utilidades especificas,
sustanciales y creibles de los polinucledtidos CD no reguieren
que el polinucledtido codifique un polipéptido con actividad CD
sustancial o¢ aun actividad CD variante. Por ejemplo, 1los
polinucleétidos CD que no codifican las enzimas activas pueden
ser fuentes valiosas de los polinucledtidos progenitores para uso
en los procedimientos de diversificacidén para arribar a las
variantes de polinucleétide de CD, o polinucledétidos no CD, con
propiedades deseablemente funcionales (por ejemplo, kcat alto o
kcat/Km, Kn bajo, alta estabilidad hacia el calor u otros
factores ambientales, los alteos indices de trascripcidén o

traduccioén, resistencia a la divisidn proteolitica, etc.).

{0063] Los polinucliedtidos CD, gue incluyen las secuencias de
nucledtido que codifican los polipéptidos CD y sus variantes,
fragmentos de polipéptidos CD, proteinas de fusion relacicnadas,
o sus equivalentes funcionales, se utilizan en moléculas de ADN

recombinante gque dirigen la expresién de los polipéptidos CD en
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las «células anfitrionas apropiadas, tal como las células
bacterianas. Debido a la degeneracién inherente del cédigo
genético, otras secuencias de Aacido nucieico que codifican
sustancialmente la misma G una secuencia de amineodcido
funcionalmente eguivalente también se puede utilizar para clonar
y expresar los peolinucledtidos  CD. El término  “célula
anfitriona”, como se utiliza aqui, incluye cualquier tipo de
célula que es susceptible a la transformacién con una
construccién de &cido nucleico. E1 término “transformacidn”
significa la introduccién de un gen extrarno {es decir, extrinseco
o extracelular), una secuencia de ADN o ARN con una célula
anfitriona, vya que 1la célula anfitriona expresara el gen
introducido ¢ la secuencia para producir una sustancia deseada,
tipicamente una proteina o enzima codificada por el gen o 1a
secuencia introducida. El gen introducido o la secuencia pueden
incluir 1las secuencias reguladoras o de control, tal como las
secuencias de inicio, detencidén, promotoras, de sefial, de
secrecidén, u otras secuencias utilizadas por la magquinaria
genética de la célula. Una célula anfitriona que recibe y se
expresa en el ADN o ARN introducidc se ha “transformado” y es un
“transformante” o un “clon.” E1 ADN o ARN introducido a una
célula anfitriona puede venir de cualquier fuente, gque incluye
células de 1los mismos ¢géneros o© especies como la célula

anfitriona, o células de una especie © género diferente.

[0064] Como se entendera por parte de aquellos expertos en la
técnica, puede ser ventajoso modificar una secuencia codificante

para mejorar su expresidén en un anfitridén particular. El cdédigo
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genétice es redundante con 64 codones posibles, pero mas
organismos utilizan preferiblemente un subconjunto de estos
codones. Los codones que se utilizan mas frecuentemente en una
especie se denominan codones éptimos, vy aquellos que no se
utilizan muy frecuentemente se clasifican como codones de uso
raro o de bajo uso (ver, por ejemplo, Zhang et al. (1991) Gene
105:61~72). Se pueden sustituir codones para reflejar el uso del
codén preferide del anfitridn, un proceso algunas veces
denominado “optimizacidén del coddn” o “controlar el sesgo de

codén de las especies.”

[0065] Las secuencias codificantes optimizadas que contienen los
codones preferides por un anfitridédn eucaridtico o procaridtico
particular (ver también, Murray et al. (1989) Nucl. Acids Res.
17:477-508) se puede preparar, por ejemplo, para incrementar el
indice de traduccién o© para producir los transcriptos de ARN
recombinante que tiene propiedades deseables, tal como una vida
util mayor, cuando se compara con los transcriptos producidos de
una secuencia no optimizada. Los codones de detencidén de
traduccidén también se pueden modificar para reflejar la
preferencia del anfitrién. Por ejemplo, los codones de detenciédn
preferidos para S. cerevisiae y 1los mamiferos son UAA y UGA,
respectivamente. El coddén de detencidn preferide para las plantas
monocotileddéneas es UGA, mientras que 1os insectos y E. ccli
prefieren utilizar UAR como el coddén de detencidn (Dalphin et al.

(189%6) Nucl. Acids Res. 24: 216-218).
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[0066] El sesgo de uso de Codones se refiere a diferencias entre
los organismos en la frecuencia de ocurrencia de codones en las
secuencias de ADN que codifican la proteina (genes). Un coddn es
una serie de tres nucledtidos (tripletes) que codifican un
residuo de aminoadcido especifico en una cadena de polipéptido.
Debido a que existen cuatro nucledtidos en ADN, adenina (&),
guanina (G), citosina (C) y timina (T), existen 64 tripletes
pesibles que codifican 20 aminoacidos, y tres codones de
terminacidén de traduccién ({no codificantes). Debido a esta
redundancia, todos pero dos aminodcidos se codifican por mas de
un triplete. Diferentes organismos frecuentemente muestran
preferencias particulares para uno de los varios codones que
codifican el mismo aminoacido. Como estas preferencias elevadas

es un area mucho mas debatida de evolucidn molecular.

[0067] Es de conocimiento general que las preferencias de coddn
reflejan un balance entre sesgos mutacionales y seleccidn natural
para la optimizacién traduccional. Los codones optimos en los
microorganismos de crecimiento réapideo, como Escherichia coli o
Saccharomyces cerevisiae (levadura de paﬁaderia), refleja la
composicién de su grupo de tARN gendmice respectivo. Esto es que
los codones éptimos ayudan a alcanzar indices de traduccidn méas
répidos y alta exactitud. Como un resultado de estos factores, se
espera que la seleccidn traduccicnal sea més fuerte en genes
altamente expresados, como es de hechoe el caso para los
organismos mencionades anteriormente. En otros organismos que no
muestran indices de alto crecimiento ¢ que presentan genomas

pequefios, la optimizacién del uso de coddn estéd normalmente
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ausente, y las preferencias de coddn se determinan mediante
sesgos mutacionales caracteristicas vistas en este genoma
particular. Ejemplcos de estos son Home sapiens (humano) vy
Helicobacter pylori. Los organismos gque muestran un nivel
intermedio de la optimizacién de uso de coddn incluyen Drosophila
melanogaster (mosca de los frutes), Caenorhabditis elegans

(gusano nematodo) o Arabidopsis thaliana (oruga).

[0068] El término “secuencias optimizadas de coddn” generalmente
se refiere a las secuencias de nucledtido que se han optimizado
para una especie anfitriona particular al reemplazar cualesquier
codones que tiene una frecuencia de uso de menos de
aproximadamente 20%. Las secuencias de nucleétido gque se han
optimizado para la expresién en una especie anfitriona dada
mediante la eliminacién de las secuencias de poliadenilacidn
espuria, eliminacién de la sefiales de divisién de exdn/intrén,
eliminacién de las repeticiones similares a transposén y/o 1la
optimizacién del contenido de GC en adicidén a la optimizacidn de
codén se denomina agui como “secuencias gque mejoran la

expresidn.”

[0069] Tabla 1: Uso de coddédn humano y la preferencia de coddn.
Para cada codén, la tabla exhibe la frecuencia del uso de cada
codén (por miles) en las regiones codificantes humanas (primera
columna) y la frecuencia relativa de cada coddn entre los codones

sindénimos (segunda columna).
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La Tabla de Uso del Codén Humano

Gy {666 {108} o.3ary Jace {1208] exzftrp 166 f1avs] 1ofam  Jcoo 040§ 019
iy 16Ga 119.3] 026jarg Jaca {1173 021iees f1Ga 264) 06t arg  |CGA 7 s3] 0.0
Gl 66T {1366] aslser JaGT | 10u8 0.I4;Cys TGT | 999 nazfarg  JeoT 516 0.09]
o jeoe 2094] oaslser Jace [18se] nasjons {ree juss| essjag  Jeoe (0.82] 0.0
G |GG Jass2] omfiy Jaac | 339] osofena frac 1 013) oa7jem  {cac 3195 073
Glo {GAA {27.51] o4tlys jaan | 2232] 040iEnd |TAA | 095 022{Gn  fcaa 11.94] 027
awp GAT {2145] 0.4afasn {aaT |16 0.443 Tye |Tar {nso] sarlme  jcar 9.56) 041
asp |Gac §2706] vsslann daac {2130] eselryr jrac {eess| osslms  Joac 14.00] 0.59
val {GTG |2860] 0.48{Met JATG  ]2186] 100{Lew {TTG {1143 od2jLen  |CTG 53] 043
val JGra | ao9f niojile JaTA | 605 0.14; Les {TTA § 55| 006{Leu JCTA 6a2{ 0.7]
vl j6Tv {1030} o.rfue  darr  {is03 u.ssf‘m.e TIT 1536) 043Len JCTT ] o
val {re Jisoi] oasue jatc {n47] wsafene frec {20 ostfien |owc 19.1¢] 0.20,
Ak {GCG | 7.27] oaofrar JACG | 680 naziSer ITCG | 4o upérn. cce | 7.02; ot
Al {Gea §15s0] o.22{Thr :AC‘A 15.04 0.21?5:.- TCA {1096] o.15Pen  jOCA 17 027
Al {GCT 20.23; 0.2BiThr JACT 13.24 0.23%5‘“ TCT £t3.5|, 'ﬂ.lﬂ-z Pro CCT IRO3] 029
Al JGOC ] 28437 0.40{Ttr .ACC 21.51 0.38; Ser {1CC EI'LS'? ll.l]; I'ro oCC 0,51 0.33

[0070] De acuerdo con lo anterior, en algunas realizaciones de la
descripcidén un polinﬁcleétido comprende un codén de molécula para
la traduccién en una célula humana. Por ejemplo, SEQ ID NO: 3 y S
comprende las secuencias que se han optimizado para producir

desaminasa citosina en una c¢élula anfitriona humana.

[0071] La descripcidén  asi proporciona un polinucledtido
optimizado de coddn humano que codifica un polipéptido que tiene
actividad desaminasa citosina. Un polinucledtido optimizado de
codén humano de la descripcidn (por ejemplo, SEQ ID NO:5) puede
incluir adicionalmente mutaciones adicionales que resultan en
sustitucién de amincdcido conservadora y o actividad mejorada o
estabilidad del polipéptido codificado. Por ejemplo, mutaciones

en las posiciones 23, 108 y 140 del polipéptido que comprende SEQ
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ID NO: 6 proporciona termoestabilidad incrémentada. De acuerdo
con lo anterior, la descripcidén proporciona un polinucledtido
optimizado de coddén humano que codifica un polipéptido que tiene
actividad desaminasa citosina y termoestabilidad incrementada. En
una realizacién, el polinucledtidc de coddén humano optimizado
comprende una secuencia que codifica un polipeptido de la SEQ ID
NO: 4, en donde los codones que codifican los amincacidos del
polipéptido se han optimizado para la expresién en una celula
humana. En otra realizacién, un polinucledétido de la descripcidn

comprende SEQ ID NO: 3 o 5.

[0072] En una realizacién, la descripcidén proporciona un
polinucledtido que comprende una desaminasa clitosina
polinucleétido o un polinucledétido de coddn optimizado o mutante
ligado a un polinucledétido heterdlogo que codifica un polipéptido

que tiene actividad UPRT o OPRT.

[0073] Un polinucleétido de la descripcién que comprende, por
ejemplo, una secuencia que codifica el polipéptido de la SEQ ID
NO: 4, 8, 10, 12, 14, 16, o 18; o gque tiene la secuencia de
nucledétido de 1a establecida en cualquier de la SEQ ID NOs:3, 3,
7, 9, 11, 13, 15, o 17, o una porcidén de las mismas, se puede
aislar vy generar utilizando técnicas de biologia molecular

estandar y la informacién de secuencia proporcionada aqui.

[0074] Un polinucleétido de la descripcidén se puede amplificar
utilizando cADN, mARN o alternativamente, ADN gendémico, como una

plantilla y los cebadores de oligonucléotido apropiados de
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acuerdo con las técnicas de amplificacién de PCR estandar. E1
acido nucleico asi amplificado se puede clonar en un vector
apropiado y se caracteriza por un analisis de secuencia de ADN.
Adicionalmente, los oligonucleditidos que corresponden a las
secuencias de nucledtidc se pueden preparar mediante técnicas
sintéticas estéandar, por ejemplo, utilizando un sintetizador de
ADN automdtico. En algunas realizaciones, una molécula de acido
nucleico ailslada de la descripcidn comprende una mnmolécula de
acido nucleico que es un complemento de una secuencia de
nucledtide que codifica un polipéptido establecida en cualguiera
de la SEQ NOs: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, o 1B, o que tiene la
secuencia de nucledtide de la establecida en cualguiera de la SEQ

ID NOs: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, o 17.

[0075] En otra realizacidén, un polinucledtido aislado de la
descripcidn comprende una molécula de Aacido nucleico que hibrida
bajo condiciones exigentes en una molécula de acido nucleico gque
consiste de la secuencia de nucledtido gque codifica un
polipéptido establecida en cualquiera de la SEQ NOs: 4, 12, 14,
16 o 18, o que consiste de la secuencia de nucledtido establecida
en cualgquiera de la SEQ ID NOs: 3, 5, 11, 13, 15, o 17. En otras
realizacicnes, el acido nucleicoe es por lco menos 30, 50, 100,
150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, o 600 nucledtidos en
longitud. Las moléculas de acido nucleico son “hibridizables” uno
con el otro cuando por lo menos una cepa de un polinucledtido
puede hibridar en otro polinucledtido bajo condiciones exigentes
definidas. La exigencia de 1la hibridacién se determina, por

ejemplo, medlante (a) la temperatura en la cual se desarrolla la
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hibridacién y/o el 1lavade, vy (b) 1la resistencia idénica vy
polaridad (por ejemplo, formamida) de la hibridacién vy las
soluciones de lavado, asi como también como otros pardmetros. La
hibridacidén requiere que 1los dos polinucledtidos contengan
secuencias sustancialmente complementarias; dependiende de 1la
exigencia de  hibridacidén, sin embargo, se pueden tolerar
desfases. Tipicamente, la hibridacidén de las dos secuencias en
alta exigencia {tal como, por ejemplo, en una solucidn acuosa de
0.5 X SSC a 65°C) requiere que las secuencias exhiban algun alto
grado de complementariedad sobre su secuencia completa. Las
condiciones de exigencia intermedia (tal como, por ejemplo, una
solucién acuosa de 2 X SSC a 65°C) y baja exigencia (tal como,
por ejemplo, una solucién acuosa de 2 X SSC a 55°C), requiere
correspondientemente menos complementariedad general entre las
secuencias hibridizantes (1 X 53C es 0.15 M de NaCl, 0.015 M Na
de citrato). Las moléculas de Acido nucleico gque hibridan
incluyen aquellas que hibridan bajo condiciones exigentes
adecuadas y que codifican los polipéptidos o enzimas que tienen
la misma funcién, tal como la capacidad de catalizar la
conversidén de 5-Fluorocitosina (5-FC) a 5-flurouracileo (5-FU), de
ia descripcidn. Adicionalmente, el término “hibkrida bajo
condiciones exigentes” esta destinado a describir condiciones
para la hibridacién y lavado cuyas secuencias de nucledtido por
lo menos 30%, 40%, 50%, o 60% homdlogas a cada uno tipicamente
permanecen hibridadas wuna con la otra. Preferiblemente, las
condiciones scon de tal manera que las secuencias por 1o menos
aproximadamente 70%, mas preferiblemente por lo menos

aproximadamente 80%, aun mé&s preferiblemente por lo menos
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aproximadamente B85% ¢ 90% homdleogas una con la otra tipicamente
permanecen hibridadas una con la otra. En algunos casos, una
molécula de Acido nucleico aislado de la descripcién hibrida bajo
condiciones exigentes a una secuencia de acido nucleico gue
codifica un polipéptido establecido en cualquiera de la SEQ 1ID
NOs: 4, 12, 14, 16, o 18, o gue tiene la secuencia de nucledtido
establecida en cualquiera de la SEQ ID NOs: 3, 5, 11, 13, 15, o
17. Como se utiliza aguil, una molécula “de ocurrencia natural” de
dcido nucleico se refiere a una molécula de ADN o de ARN que
tiene una secuencia de nucledétido que ocurre en la naturaleza

(por ejemplo, que codifica una proteina natural).

{0076] El1 artesano experto apreciard gque cambios se pueden
introducir mediante mutacidén dentrc de las secuencias de
nucledtido de cualquiera de los polinucledtidos que codifican un
polipéptido establecido en cualquiera de la SEQ ID NOs: 2, 4, 6,
8, 10, 12, 14, 16, o 18, o gque tiene la secuencia de nucledbtido
establecida en cualquiera de la SEQ ID NOs: 1, 3, 5, 7, 9, 11,
13, 15, o 17, que conduce por lo tanto a cambios en la secuencia
de aminodcido de las proteinas codificadas. En algunos casos la
alteracidén conducird a la funcidén alterada del polipéptido. En
otros casos el cambio no alterard la capacidad funcional del
polipéptido codificado. En general, las sustituciones gue nc
alteran la funcidén de un polipéptido incluyen sustituciones de
nucledtido gue conducen a sustituciones de amincacido en los
residuos de aminoacido “no esenciales”. Un residuc de aminodcido
“no esencial” es un residuoc que se puede alterar a partir de la

secueéncia progenitora sin alterar 1la actividad bioldégica del
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polipéptideo resultante, por ejemplo, catalizando la conversidn de

5-FC a 5-FU.

[0077] También se contemplan aquellas situaciones gque son
deseables para alterar la actividad de un polipéptido progenitor
de tal manera gue el polipéptido tiene nueva o actividad
incrementada en un sustrato particular o estabilidad incrementada
o degradacién reducida. Se entiende que estas sustituciones de
amincacido no constituiran generalmente sustituciones
“conservadoras”. En su lugaf, estas sustituciones constituyen
sustituciones no conservadoras introducidas en una secuencia con
el fin de obtener una o mejorada actividad. Por ejemplo, la SEQ
ID NO:1 proporciona la secuencia de &cido nucleico progenitora
para desaminasa citosina S. cervisae (SEQ ID NO: 2 proporciona el
polipéptido correspondiente). La SEQ ID NO: 3 proporcicna la
secuencia de &cido nucleico de una secuencia mutante que incluye
las sustituciones de amino&cidoe que imparten estabilidad
incrementada al polipéptido. De acuerdo con lo anterior, la
molécula de &cido nucleico dque <codifica la secuencia de
amincacido de la SEQ ID NO: 2 proporcicna una molécula de acido
nucleico “progenitora” de la cual se pueden hacer mutaciones para
obtener wuna molécula de acido nucleico gque <codifica un

polipéptido modificado gue incluye sustituciones de aminoacido.

[0078] También se entiende que un polipéptido modificado puede
constituir un polipéptido “progenitor” del cual se pueden hacer
sustituciones adicionales. De acuerde con lo anterior, un

polipéptide progenitor, y una molécula de acideo nucleico que
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codifica un polipéptido progenitor, incluye polipéptidos
modificados y no justo secuencias “tipo natural”. Por ejemplo, el
polinucledétido de la SEQ ID NO: 5 es un polinucledtido modificado
son respecto a la SEQ ID NO: 1 (es decir, el polinucledtido
“progenitor”). De forma similar, el polinucledétido de la SEQ ID
NO: 3 es un polinucledtido modificado con respecte a la SEQ ID
NO: 5. De acuerdo con lo anterior, la SEQ ID NO: 5 es 1la

secuencia progenitora de la SEQ ID NO: 3.

[0079] Los métodos mutacionales para generar la diversidad
incluyen, por ejemplo, mutagenia dirigida a sitio (Ling et al.
(1997) “Approaches to DNA mutagenesis: an overview” Anal Biochen.
254 (2): 157-178; Dale et al. {1996) ™Oligonucledtido-directed
random mutagenesis using the fosforothicate method” Methods Mol.
Biol. 57:369-374; Smith (1985) “In vitro mutagenesis” Ann. Rev.
Genet. 19:423-462; Botstein & Shortle (1985) ™“Strategies and
applications of in vitro mutagenesis” Science 229:1193-1201;
Carter (1986) “Site-directed mutagenesis” Biochem. J. 237:1-7; vy
Kunkel (1987) “The efficiency of oligonucleotide directed
mutagenesis” in Nucleic Acids & Molecular Bioclogy (Eckstein, F. y
Lilley, D. M. J. eds., Springer Verlag, Berlin)); mutagenia
utilizando plantillas que contienen uracilo (Kunkel (1985) “Rapid
and efficient site-specific mutagenesis without phenotypic
selection” Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:488-492; Kunkel et al.
(1987) “Rapid and efficient site-specific mutagenesis without
phenotypic selection” Methods in Enzymel. 154, 367-382; y Bass et
al. (1988) “Mutant Trp repressors with new DNA-binding

specificities” Science  242:240-245); mutagenia dirigida a
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oligonucledtido (Methods in Enzymol. 100: 468-500 (1983); Methods
in Enzymol. 154: 329-350 (1987); Zoller & Smith (1982)
“Oligonucleotide-directed mutagenesis using M13-derived vectors:
an efficient and general procedure for the production of point
mutations in any DNA fragment” Nucleic Acids Res. 10:6487-6500;
Zoller & Smith (1983) “Oligonucleotide-directed mutagenesis of
DNA fragments cloned into M13 vectors” Methcds in Enzymol.
100:468-500; y Zoller & Smith (1987) "“Oligonucleotide-directed
mutagenesis: a simple method using two oligonucleotide primers y
a single- stranded DNA template” Methods in Enzymol. 154:329-
350); mutagenia de ADN modificada por fosforoticate (Taylor et
al. (1985) “The use of fosforothicate-modified DNA in restriction
enzyme reactions to prepare nicked DNA” Nucl. Acids Res. 13:
8749-8764; Taylor et al. (1985) “The rapid generation of
oligonucledtido-directed mutations at high frequency using
fosforothicate-modified DNA” Nucl. Acids Res. 13: 8765-8787;
Nakamaye & Eckstein {1986) “Inhibition of restrictiocon
endonuclease Nci I <cleavage by fosforothicate groups y 1its
application to oligonucleotide-directed mutagenesis” Nucl. Acids
Res. 14: 9679-9698; Sayers et al. (1988) “Y-T Exonucleases 1in
fosforothicate-based oligonucleotide-directed mutagenesis” Nucl.
Acids Res. 16:791-802; y Sayers et al. (1988) “Strand specific
cleavage of fosforothiocate-containing DNA by reaction with
restriction endonucleases in the presence of ethidium bromide”
Nucl. Acids Res. 16: 803-814); mutagenia utilizando ADN duplex
espaciado (Kramer et al. (1984) “The gapped duplex DNA approach
to oligonucleotide- directed mutation construction” Nucl. Acids

Res. 12: 9441-9456; Kramer & Fritz ({1987) Methods in Enzymol.
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“"Oligonucleotide-directed construction of mutations via gapped
duplex DNA” 154:350-367; Kramer et al. (1988) “Improved enzymatic
in vitro reactions 1in the gapped duplex DNA approach to
cligonucleotide~directed construction of mutations” Nucl. Acids
Res. 16: 7207; y Fritz et al. (1988) ™“Oligonucleotide-directed
construction of mutations: a gapped duplex DNA procedure without

enzymatic reactions in vitro” Nucl. Acids Res. 16: 6987-6989).

[0080] Los métodos adicionales adecuados incluyen reparacidén de

desfases de punto (Kramer et al. (1984) “Point Mismatch Repair”
Cell 38:879-887), mutagenia utilizando cepas anfitrionas
deficientes de reparacidén (Carter et al. (1985) “Improved

oligonucleotide site-directed mutagenesis using M13 vectors”
Nucl. Acids Res. 13: 4431-4443; vy Carter (1987) ™“Improved
oligeonucleotide-directed mutagenesis using M13 vectors” Methods
in Enzymol. 154: 382-403), mutagenia de eliminacién
(Eghtedarzadeh & Henikoff (1986) “Use of oligonucleotides to
generate large deletions”  Nucl. Acids Res. 14: 5115},
purificacidén de restriccién y seleccidén de restriccidn (Wells et
al. (1986) “Importance of hydrogen-bond formation in stabilizing
the transition state of subtilisin” Phil. Trans. R. Soc. Lond. A
317: 415-423), mutagenia mediante sintesis de gen total (Nambiar
et al. {1984) “Total synthesis vy cloning of a gene coding for the
ribonuclease S protein” Science 223: 1299-1301; Sakamar and
Khorana {(1988) "“Total synthesis and expression of a gene for the
a-subunit of bovine rod outer segment guanine nucleotide-binding
protein (transducin} " Nucl. Acids Res. 14: 6361-6372; Wells et

al. (1985) “Cassette mutagenesis: an efficient method for
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generation of multiple mutations at defined sites” Gene 34:315-
323; y Grundstrom et al. (1985) “0ligonucleotide-directed

mutagenesis by microscale Nshot-gunN gene synthesis” Nucl. Acids

Res. 13: 3305-3316); reparacién de rompimiento bicatenario
(Mandecki (1986); Arnold (1993) "“Protein engineering for unusual
environments” Current Opinion in Biotechnology 4:450-455; vy

"Oligonucleotide-directed double~strand break repair in plasmides
of Escherichia coli: a method for site-specific mutagenesis”
Proc. Natl. Acad. Sci. Usa, 83:7177-7181). Los detalles
adicionales en muchos de los métodos anteriores se pueden
encontrar en Methods 1in Enzymology Volumen 154, que también
describe contrcocles uUtiles para la solucién de problemas con

varios métodos de mutagenia.

[0081] Los detalles adicionales con respecto a los varios métodos
de generacidn diversificados se pueden encontrar siguiendo las
patentes Estadounidenses, publicaciones PCT, y publicaciones EPO:
la patente Estadounidense No. 5,605,793 de Stemmer (Feb. 25,
1997}, “Methods for In vitro Recombination;” la patente
Estadounidense No. 5,811,238 de Stemmer et al. (Sep. 22, 1998)
methods for Generating Polinucleotides having Desired
Characteristics by Iterative Selecticon and Recombination;” la
patente Estadounidense No. 5,830,721 de Stemmer et al. (Nov. 3,
1998), “DNA Mutagenesis by Random Fragmentation and Reassembly;”
la patente Estadounidense No. 5,834,252 deStemmer, et al. (Nov.
10, 1998) Y“End-Complementary Polymerase Reaction;” la patente
Estadounidense No. 5,837,458 de Minshull, et al. (Nov. 17, 1998),

methods and Compositions for Cellular y Metabolic Engineering;”
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la WO 95/22625, Stemmer and Crameri, “Mutagenesis by Random
Fragmentation and Reassembly;” la WO 96/33207 por Stemmer and
Lipschutz “End Complementary Polymerase Chain Reaction;” la WO
97/20078 por Stemmer and Crameri methods for Generating
Polinucleotides having Desired Characteristics by Iterative
Selection and Recombinatien;” la WO 97/35966 por Minshull and
Stemmer, methods and Compositions for Cellular and Metabolic
Engineering;” la WO 99/41402 por Punnonen et al. "“Targeting of
Genetic Vaccine Vectors;” la WO 99/41383 por Punnonen et al.
“Antigen Library Immunization;” la WO 99/41369 por Punnonen et
al. “Genetic Vaccine Vector Engineering;” la WO 99/41368 por
Punnonen et al. “Optimization of Immunomodulatory Properties of
Genetic Vaccines;” la EP 752008 por Stemmer and Crameri, “DNA
Mutagenesis by Random Fragmentation and Reassembly:;” 1la EP
0932670 por Stemmer “Evolving Cellular DNA Uptake by Recursive
Seguence Recombination;” la WO 99/23107 por Stemmer et al.,
“Modification of Virus Tropism and Host Range by Viral Genome
Shuffling;” la WO 929/21979 por Apt et al., “Human Papillomavirus
Vectors;” la WO 98/31837 por del Cardayre et al. “Evolution of
Whole Cells and Organisms by Recursive Sequence Recombination;”
la WO 98/27230 por Patten and Stemmer, methods and Compositions
for Polypeptide Engineering;” la WO 98/13487 por Stemmer et al.,
methods for Optimization of Gene Therapy by Recursive Seguence
Shuffling and Selection;” la WO 00/00632, methods for Generating
Highly Divexrse Libraries;” la WO 00/09679, methods for Obtaining
in vitro Recombined Polinucleotide Sequence Banks and Resulting
Sequences;” la WO 98/42832 por Arncld et al., "“Recombination of

Pclinucleotide Seguences Using Random or Defined Primers;” la WO

O
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99/29902 por Arnold et al., “Method for Creating Polinucleotide
and Polipéptido Sequences;” la WO 98/41653 por Vind, “An 1n vitro
Method for Construction of a DNA Library:;” la WO 98/41622 por
Borchert et al., “Method for Constructing a Library Using DNA
Shuffling;” la WO 98/42727 por Pati and Zarling, “Seéuence
Alterations using Homologous Recombination;” la WO 00/18906 por
Patten et al., “Shuffling of Codon- Altered Genes;” la WO
00/04190 por del Cardayre et al. “Evolution of Whole Cells and
Organisms by Recursive Recombination;” la WO 00/42561 por Crameri
et al., “Oligonucleotide Mediated Nucleic Acid Recombination;” la
WO 00/42559 por Selifonov and Stemmer methods c©of Populating Data
Structures for Use in Evolutionary Simulations;” la WO 00/42560
por Selifonov et al., methods for Making Character Strings,
Polinucleotides & Polypeptides Having Desired Characteristics;”
la WO 01/23401 por Welch et al., “Use of Codon-Varied
Oligonucleotide Synthesis for Synthetic Shuffling;” y 1la WO
01/64864 “Single-Stranded Nucleic Acid Template-Mediated

Recombination and Nucleic Acid Fragment Isolation” por Affholter.

{0082] También se proporcionan construccicnes recombinantes que
comprenden una © mas de las secuencias de acido nucleico como se
describid anteriormente ampliamente. Las construcciones
comprenden un vector; tal como, un plasmido, un césmido, un fago,
un virus, un cromoscoma artificial bacteriano (BAC), un cromosoma
artificial de 1levadura (YAC), un vector wvirico o similares, en
los que un pelinucledtideo de la descripcién se ha insertado, en
una orientacidén inversa o© hacia adelante. Grandes numeros de

vectores y promotores adecuados se conocen por agquellos expertos
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en la técnica, y estan comercialmente disponibles. En una

realizacidén, el vector virico es un vector retrovirico.

{0083] El1 términos “wector”, “construccidén de vector” y “vector
de expresién” significa el vehiculo por el cual una secuencia de
ADN o de ARN (por ejemplo un gen extrafio} se puede introducir
dentro de una célula anfitriona, con el fin de transformar la
expresién de promotor y anfitridén (por ejemplo la trascripcion y
traduccién) de la secuencia introducida. Los vectores tipicamente
comprenden el ADN de un agente transmisible, en el cual el ADN
extrafio que codifica una proteina se inserta mediante tecnologia
de enzima de restriccién. Un tipo comin de vector es un
“plasmido”, gue generalmente es una molécula auto contenida de un
ADN bicatenario que puede aceptar facilmente ADN adicional
(extrafno) que se puede introducir facilmente dentro de una ceélula
anfitriona adecuada. Un gran numero de vectores, gue incluyen
plasmido y vectores fungicos, se han descrito para la replicaciédn
y/o expresidén en una variedad de anfitriones eucaridticos vy
procaridéticos. Los ejemplos no limitantes incluyen los plasmidos
pKK (Clonetech), los plésmideos pUC, los plasmidos pET (Novagen,
Inc., Madison, Wis.), los plésmidos pRSET o pREP (Invitrcgen, San
Diego, Calif.), o plésmidos pMAL (New England Biolabs, Beverly,
Mass.), y muchas células anfitrionas apropiadas, utilizando los
métodos descritos o citados aqui o de otra forma conocidos por
aguellos expertos en la técnica relevante. Los vectores de
clonacién recombinante frecuentemente incluirdn uno o mas

sistemas de replicacién para clonacién o expresidén, uno o mas
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marcadores para seleccién en el anfitriédn, por ejemplo,

resistencia antibidética, y uno o mas casetes de expresion.

[0084] Los términos ‘“expresa” y ‘“expresiéon” significan que
permite o que origina la informacidén en un gen o una secuencia de
ADN para llegar a manifestar, por ejemplo producir una proteina
al activar las funciones celulares involucradas en la
trascripcién y traduccidén de un gen correspondiente o una
secuencia de ADN. Una secuencia de ADN se expresa en o mediante
una célula para formar un “producto de expresidén” tal como una
proteina. El producto de expresién en si mismo, por ejemplo la
proteina resultante, también puede ser dicha que se “expresa”
mediante la célula. Un polinucledtido o polipéptido se expresa
recombinantemente, por ejemplo, cuando este se expresa o se
produce en una célula anfitriona extrafia bajo el control de un
promotor nativo o extrado, o en una célula anfitriona nativa bajo

el control de un promotor extrano.

[008B5] Los polinucledétidos proporcionados aqui se pueden
incorporar dentro de una cualquier variedad de vectores de
expresidén adecuados para la expresién de un polipéptido. Los
vectores adecuados incluyen secuencias de ADN sintéticas,
cromosdémicas y no cromosémicas, por ejemplo, derivados de SV40;
plasmidos bacterianos; ADN de fago; baculovirus; plasmides de
levadura; vectoreé derivados de combinaciones de plésmidos y ADN
de fago, ADN virico tal como vacunas, adenovirus, virus de 1la
viruela aviar, seudorrabias, adenovirus, adenovirus asociados ,

retrovirus y muchos otros. Cualquier vector que transluce el
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material genético dentro de una célula, y, si se desea se puede
utilizar 1la replicacidén, que es replicable y viable en el
anfitridén relevante. Estos vectores de &acide nucleico se pueden
suministrar utilizandc un sistema de suministro no virico tal
como se describe en P.Midoux et al. Brit J Pharm 157: 166-178
2009 o Kamimura & Liu J BAPS 10:589-595 (2008) o un sistema

virico como se describe adelante.

(0086] En otro aspecto, el polinucledétido que codifica una
desaminasa citosina o un mutante del mismo se suministra con un
suministro de sistema de gen que es un vector derivado viral o
virico. El vector virico se puede replicar o no replicar, y puede
ser un vector adenovirico, un vector de sarampidén, un vector de
herpes, un vector retrovirico (que incluye un vector
lentivirico), un vector rabdovirico tal como un vector virico de
Estomatitis Vesicular, un vector de reovirus, un Vector del wvirus
Seneca Valley, un vector poxvirus (que incluye vectores derivados
de vacunas o viruela de animal), un vector parvovirus (que
incluye un vector AAV), un vector alfavirus u otro vector wvirico
conocido por un experto en la técnica {(ver también, por ejemplo,
Concepts in Genetic Medicine, ed. Boro Dropulic and Barrie
Carter, Wiley, 2008, Hoboken, NJ.; The Development of Human Gene
Therapy, ed. Theodore Friedmann, Cold Springs Harbor Laboratory
Press, Cold springs Harbor, New York, 1999; Gene and Cell
Therapy, ed. Nancy Smyth Templeton, Marcel Dekker Inc., New York,
New York, 2000 and Gene Therapy: Therapeutic Mechanism and

Strategies, ed. Nancy Smyth Templetone and Danilo D Lasic, Marcel
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Dekker, Inc., New York, New York, 2000; cuyas descripciones se

incorporan aqui como referencia).

[0087] En una realizacidén, el vector virico puede ser un vector
retrovirico de replicacidén competente capaz de infectar solo
células de replicacidén de mamifero. Los retrovirus se han
clasificado en varias formas pero la nomenclatura se ha
estandarizado en la uUltima década (ver ICTVdB - La Base de Datos
de Virus Universal, v 4 en la Red Amplia Mundial (www) en
ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/ICTVdB/ y el texto “Retroviruses” Eds
Coffin, Hughs and Varmus, Cold Spring Harbor Press 1997: cuya
descripcidén se incorpora aqui como referencia). El vector
retrovirico de replicacidén competente puede comprender un
Ortoretrovirus o mas tipicamente un vector retrovirus gama. En un
aspecto, un vector retrovirico de replicacidén competente
comprende un sitioc de entrada ribosdémica interna (IRES) 5' en el
polinucledtido que codifica wuna desaminasa citosina. En una
realizacién, el polinucledétido que codifica wuna desaminasa

citosina es 3' en un polinucleétido ENV de un vector retrovirico.

[0088] De acuerdo con lo anterior, en otras realizaciones, se
proporcionan vectores que incluyen un polinucleétido de 1la
descripcidén. En otras realizaciones, se proporcionan células
anfitrionas transfectadas con una molécula de &cido nucleico de
la descripcidn, © un vector que incluye un polinucleétido de la
descripciédn. Las células anfitricnas incluyen células

eucaridticas tal como células de levadura, células de insectos, ©
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células de animal. Las células anfitrionas también incluyen

células procaridticas tal como células bacterianas.

[00B9] Como se discutidé previamente, los textos generales que
describen técnicas de bioclogia molecular utiles aqui, gue
incluyen el uso de vectores, promotores y muchos otros topicos
relevantes, incluyen Berger and Kimmel, Guide to Molecular
Cloning Techniques, Methods in Enzymology Volumen 152, (Academic
Press, 1Inc., San Diego, <Calif.) (“Berger”); Sambrook et al.,

Molecular Cloning--A Laboratory Manual, 2d ed., Vol. 1-3, Cold

Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N. Y., 1989
(“Sambrook”) y Current Protocols in Molecular Biology, F. M.
Ausubel et al., eds., Current Protocols, a joint venture betewen

Greene Publishing Associates, Inc. and John Wiley & Sons, Inc.,
(complementado a lo largo de 1999) (“Ausubel”). Ejemplos de
protocolos suficientes para dirigir las personas expertas a
través de métodos de amplificacidén in vitro, que incluyen la
reaccién de cadena polimerasa (PCR), la reaccidn de cadena ligasa
(LCR), amplificacién de Qf-replicasa y otras técnicas mediadas
por polimerasa de ARN (por ejemplo, NASBA}, por ejemplo, para la
produccidn de los adcidos nucleicos homdlogos de la descripcidn se
encuentran en Berger, Sambrook, and Ausubel, asi como también en
Mullis et al. (1987) la patente Estadounidense No. 4,683,202;
Innis et al., eds. (1990) PCR Protocols: A Guide to Methods and
Applications (Academic Press Inc. San Diego, Calif.) (“Innis”};
Arnheim & Levinson (Oct. 1, 1990) C&EN 36-47; The Journal Of NIH
Research (1991) 3: B81-924; Kwoh et al. (19839} Proc. Natl. Acad.

Sci. USA 86: 1173; Guatelli et al. (1990} Proc. Nat'l. Acad. Sci.
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USA 87: 1874; Lomell et al. (1989) J. Clin. Chem 35: 1826;
Landegren et al. (1988) Science 241: 1077-1080; Van Brunt {1990)
Biotechnology 8: 291-294; Wu and Wallace (1989) Gene 4:560;
Barringer et al. (1990) Gene 89:117; y Sooknanan and Malek (1995)
Biotechnology 13: 563-564. Los métodos méjorados para la
clonacién in Vitro que amplifican los a&cidos nucleicos se
describen en Wallace et al., la patente Estadounidense No.
5,426,039. Los metodos mejorados para amplificar los éacidos
nucleicos grandes mediante PCR se resumen en Cheng et al. (199%4)
Nature 369: 684-685 y las referencias citadas aqui, en las que se
generan amplicones PCR de hasta 40 kb. Un experto apreciara que
esencialmente cualguier ARN se puede convertir en un ADN
bicatenario adecuadc la digestidén de restriccidn, expansidn y
secuenciamiento PCR wutilizando transcriptasa inversa y una
polimerasa. Ver, por ejemplo, ARusubel, Sambrook and Berger, todos

supra.

[0090] También se proporcionan las células anfitrionas
construidas por ingenieria que se transducen (transforman o
transfectan) con un vector proporcionado aqui (por ejemplo, un
vector de clcnacidén o un vector de expresidn}, asi como también
la produccidén de polipéptidos de la descripcidn mediante técnicas
recombinantes. El vector puede ser, por ejemplo, un plasmido, una
particula virica, un  fago, etc. Las células anfitrionas
construidas por ingenieria se pueden cultivar en medios de
nutriente convenciocnales modificados segun sea apropiado para
promotores activantes, transformantes de seleccidon, o amplificar

un polinucledtido codificante. Las condiciones de cultivo, tal i{
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como temperatura, pH y similares, son aguellas previamente
utilizadas con la célula anfitriona seleccionada para expresion,
y seran evidentes para aquellos expertos en la técnica y en las
referencias citadas alli, que incluyen, por ejemplo, Sambrook,
Ausubel and Berger, asi como también por ejemplo, Freshney (1994)
Culture of Animal Cells: A Manual of Basic Technique, 3rd ed.

(Wiley-Liss, New York) y las referencias citadas aqui.

[0091] Se pueden emplear vectores para transformar un anfitridn
apropiado para permitir al anfitridén expresar una proteina o
polipéptido. Ejemplos de anfitriones de expresidn apropiados
incluyen: células bacterianas, tal como E. coli, B. subtilis,
Streptomyces, vy Salmonella typhimurium; células fiangicas, tal
como Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastons, y Neurospora
crassa; células de insecto tal como Drosophila y Spodoptera
frugiperda; células de mamifero tal comc CHO, COS, BHK, HEK 283 o

melanoma de Bowes; ¢ células de planta o explantes, etc.

[0092] En los sistemas bacterianos, se puede seleccioconar un
numero de vectores de expresién dependiendo del uso destinado
para el polipéptido desaminasa citosina. Por ejemplec, cuando
grandes cantidades de polipéptide CD o sus fragmentos se
necesitan para la produccidén comercial o para la induccidn de
anticuerpos, pueden ser deseables vectores que dirigen alto nivel
de expresidén de las proteinas de fusidén que son facilmente
purificadas. Tales vectores incluyen, pero no se limitan a,
clonacién E. coli multifuncional y vectores de expresidn tal como

BLUESCRIPT (Stratagene), en el cual la secuencia codificante de
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polipéptido CD se puede ligar dentro del vector en estructura con
secuencias para el terminal amino Met y los 7 residuos
posteriores de beta-galactosidasa ya que se produce una proteina
hibrida; los vectores pIN (Van Heeke & Schuster (1989) J. Biol.
Chem. 264: 5503-5509); vectores pET (Novagen, Madison Wis.); vy

similares.

[0093] De forma similar, en el Saccharomyces cerevisiae de
levadura un numero de vectores gue contienen promeotores
inducibles constitutives ¢ inducibles tal como factor aifa,
alcohol oxidasa y PGH se pueden utilizar para la produccidn de
los polipéptidos CD de 1la descripcidén. Para revisiones, Ver
Ausubel (supra) vy Grant et al. (1987) Methods in Enzymology

153:516-544.

[00%94] La descripcidén también proporciona vectores retroviricos
de replicacidén competente que tiene estabilidad incrementada con
relacién a los vectores retroviricos anteriores. Tal estabilidad
incrementada durante la infeccién y replicacidén es importante
para el tratamiento de trastornos proliferativos de célula. La
combinacién de la eficiencia de transduccidén, la estabilidad del
transgen y 1la selectividad objetive se proporciona por el
retrovirus de replicacién competente. Las composiciones y métodos
proporcionan estabilidad de inserto y mantienen la actividad de
trascripcién del transgen y la viabilidad translacional del

polipéptido codificado.
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[0095] Los retrovirus se pueden transmitir horizontalmente vy
verticalmente. La transmisidn infecciosa eficiente de retrovirus
requiera la expresidén en la célula objetivo de receptores gue
reconocen especificamente las proteinas de envoltura viricas,
mientras que los virus pueden utilizar rutas no especificas,
independientes del receptor de entrada de baja eficiencia.
Adicionalmente, el tipo de célula objetivo puede ser capaz de
soportar todas las etapas del ciclo de replicacién después que
virus se ha unido y penetrado. La transmisién vertical ocurre
cuando el genoma virico se integra en la linea germinal del
anfitrién. El provirus luego se pasard de generacidn a generacidn
cuando este es un gen celular. Por lo tanto los provirus
endogencs se llegan a establecer que frecuentemente permanecen
latentes, pero se pueden llegar a activar cuando el anfitrién se

expone a agentes apropiliados.

[0096] Como se menciond anteriormente, El intermedic de ADN
integrado se refiere a provirus. Antes de la terapia de gen o los
sistemas de suministro de gen utilizan métodos y retrovirus que
requieren la trascripcién del provirus y el ensamble dentro del
virus infeccioso aunque en la presencia de un virus auxiliar
apropiado © en una linea celular que contiene las secuencias
apropiadas permite la encapsidacién sin produccién coincidente de
un virus auxiliar contaminante. Como se describe adelante, no se
requiere un virus auxiliar para la produccidén de los retrovirus
recombinantes de la descripcidn, ya qgue las secuencias para

encapsidacidén se proporcicnan en el genoma proporcionando asi un

2d!



10

15

20

25

61

vector retrovirico de replicacidn competente para el suministro

de gen o la terapia.

{0097] UN genoma retrovirico Gtil en los métodos y composiciones
de la descripcidén comprenden un ADN provirico que tiene por lo
menos tres genes: el gag, el pol, y el env, estos genes se pueden
flanquear por uno o dos repeticiones de Terminal largo (LTR), o
en el provirus se flanguean por dos repeticiones de terminal
large (LTR) y las secuencias que contienen las secuencias gue
actian cis tal como psi. El gen gag codifica las proteinas de
estructura interna (matriz, capsido, y nucleocédpsido); el gen pol
codifica 1la polimerasa de ADN dirigida por ARN (transcriptasa
inversa), proteasa e 1integrasa; y el gen env codifica las
glucoproteinas de envoltura viricas. Los LTR 5' y/o0o 3' sirven
para promover la trascripcién y poliadenilacién de los ARN de
viridn. E1 LTR contiene todas las otras secuencias que actlan cis
necesitas para la replicacidn virica. Los lentivirus tienen genes
adicionales que incluyen vif, vpr, tat, rev, vpu, nef, y vpx (en

HIV-I, HIV-2 y/o SIV).

(0098] Adyacentes al LTR 5' estan las secuencias necesarias para
la trascripcidén inversa del genoma (el sitio de unidn de cebador
tRNA) y para la encapsidacidén eficiente del ARN virico dentro de
las particulas (el sitio Psi). 8Si se pierden las secuencias
necesarias para encapsidacidén (o empague del ARN retrovirico
dentro del viridén infeccioso) del genoma virico, el resultado es
un defecto cis que evita la encapsidacidén del ARN virico

genémico. Este tipo de vector modificado es que se ha utilizado
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tipicamente en sistemas de suministro de gen anteriores (es
decir, sistemas que carecen de elementos gue se requieren para la

encapsidacidén del virién).

[0099] En wuna realizaciédn, la descripcidn proporciona un
retrovirus recombinante capaz de infectar una célula no dividida,
una célula dividida, o wuna célula gue tiene un trasterno
proliferativo de la célula. El retrovirus recombinante de
replicacién competente de la descripcidn comprende una secuencia
de polinucledétido que codifica un GAG virico, un POL virico, un
ENV virico, un polinucledétido heterdlogo precedide por un sitio
interno de entrada al ribosoma (IRES) encapsulado dentro de un

viridn.

[00100] La secuencia de 4acido nucleico heterdlego se liga
operablemente a wun IRES. Comc se utiliza aqui, el término
secuencias o transgen de acido nucleice “heterdlogo” se refiere a
(i) una secuencia que no existe normalmente en un retrovirus tipo
natural, (ii) wuna secuencia gque se origina de una especie
extrafna, o {i1ii) si de la misma especie, esta se puede modificar
sustancialmente de su forma original. Alternativamente, una
secuencia de 4acido nucleico no cambiada que no se expresa
normalmente en una c¢élula es una secuencia de acido nucleico
heterdlogo. En una realizacidn especifica, el polinucledtido
heterdlogo es un poiipéptido de la descripcidédn gque tiene

actividad desaminasa citosina.

2%



10

15

20

25

63

[00101] La frase célula “no dividida” se refiere a una célula que
no va a través de mitosis. Las células no divididas se pueden
bloguear en cualquier punto en el ciclo celular, (por ejemplo,
G0zGl, Gl/s, G2 /M), tanto como la <célula no se divide
activamente. Para la infeccidn ex vivo, se puede tratar una
célula dividida para bloguear 1la divisién celular mediante
técnicas estandar utilizadas por aguellos expertos en la técnica,
que incluyen, irradiacién, tratamientco con afidocolina, suero de
inanicién, e inhibicién por contacto. Sin embargo, se debe
entender gque la infeccidén ex vivo se desarrclla frecuentemente
sin bloguear las células debido a que muchas células ya se han
disminuido (por ejemplco, células madre). Por ejemplo, un vector
lentivirus recombinante es capaz de infectar cualquier célula no
dividida, independiente del mecanismo utilizado para bloguear 1la
divisidén celular o el punto en el ciclo celular en el cual se
bloguea la célula. Ejemplos de células no divididas preexistentes
en el cuerpo incluyen células neurcnales, de musculo, de higado,
de piel, de corazdédn, de pulmdn, y células de médula dsea, y sus
derivados. Para dividir las células se pueden utilizar vectores

retroviricos de onco-vectores.

[00102] Célula “dividida” significa una célula que experimenta
mitosis activa, o meiosis. Tales células divididas incluyen
células madre, células de piel (por ejemplo, fibroblastos vy
gueratinocitos), gametos, y otras células divididas ccnocidas en
la técnica. Son de interés particular y se abarcan por el término
célula dividida las células que tienen trastornos proliferativos

de célula, tal como células necopléasicas. El1 términc “trastorno
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proliferativo de la célula” se refiere a una afeccidn
caracterizada por un numero anormal de células. La afeccidn puede
incluir el crecimiento celular hipertrdfico (la multiplicacidn
continta de células gque resultan en un crecimiento ascendente de
una poblacién celular dentro de un tejide) e hipotréfico (una
carencia o deficiencia de células dentro de un tejide) o un
influjo o migracidn excesiva de las células dentro de un area del
cuerpo. Las poblaciones celulares no se transforman
necesariamente, células tumorigénicas o malignas, pero pueden
incluir células normales muy bien. Los trastornos proliferativos
de célula incluyen trastornos asociados con un crecimiento
ascendente de los tejidos conectivos, tal como varias afecciones
fibréticas, que incluyen escleroderma, artritis y cirrosis del
higado. Los trastornos proliferativos de célula 1incluyen
trastornos neopldsicos tal como carcinomas de cabeza y cuello.
Los carcinomas de <cabeza vy cuello incluyen, por ejemplo,
carcinoma de la boca, eséfago, garganta, laringe, glandula
tiroides, lengua, labios, glandulas salivares, nariz, senos
paranasales, nasofaringe, boéveda nasal superior y tumores del
sino, estesioneurcblastoma, cancer de célula escamosa, melanoma
maligno, carcinoma no diferenciado sinonasal (SNUC), neoplasia de
cerebro ({(gque incluye glioblastomas) o neoplasia de sangre.
También se incluyen carcinomas de los nodos linfaticos regionales
que incluyen nodos linfaticos <cervicales, nodos linfaticos
prelaringeos, nodos linfaticos yuxtaesofagicos pulmonares y nodos
linfaticos submandibulares (Harrison's Principles of Internal
Medicine (eds., Isselbacher, et al., McGraw-Hill, Inc., 1l3ava

Bdicidén, ppl850-1853, 199%4). Otros tipos de cancer, incluyen,

xS



10

15

20

25

65

peroc no se limitan a, céancer de pulmén, cancer de colon-recto,
céancer de mama, cancer de prostata, cancer del tracto urinario,
linfoma de cancer uterino, cancer oral, cancer pancreatico,
leucemia, melanoma, cancer de estomago, céncgr de piel y cancer

de ovario.

[00103] En una realizacidén, el polinucledétido heterdlogo dentro
del vector comprende una desaminasa citosina que se ha optimizado
para la expresidén en una célula humana. En una realizacidn
adicional, la desaminasa citosina comprende una secuencia que ha
sido codén humano optimizade y comprende mutaciones gue
incrementan 1la estabilidad de la desaminasa citosina (por
ejemplo, degradacidén reducida o termcoestabilidad incrementada)
comparado con una desaminasa citosina tipo natural. En todavia
otra realizacidén, el polinucledtido heterdlogo <codifica una
construccién de fusidén que comprende una desaminasa citosina
(codébn humano optimizado o© no optimizado, mutade o no mutado)
ligado operablemente a wun polinucledtido gque codifica un
polipéptido que tiene actividad UPRT o OPRT. En otra realizacidn,
el polinucledétido heterdlogo comprende un polinucledtido CD o
construccidn de fusidén de la descripcidn (por ejemplo, SEQ 1ID

NO:3, 5, 11, 13, 15, o 17).

[00104] En otra realizacién, el vector retrovirico de replicacidn
competente puede comprender un polinucledtide heterdlogo que
codifica un polipéptido gque comprende una desaminasa citosina

{como se describe aqui) y puede comprender adicionalmente un
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polinucledtido que comprende una molécula de miARN o siARN ligado

a un promotor especifico de tejido o de tipo celular.

[00105] El1 término “secuencia de acideo nucleico reguladora” se

refiere colectivamente a las secuencias promotoras, las sefiales

de poliadenilacién, las secuencias de terminacién de
trascripcién, los dominios reguladores en la direccién 57,
origenes de replicacién, mejoradores y similares, que

proporciocnan colectivamente la replicacién, la trascripcidén vy
traduccidén de una secuencia codificante en una célula receptora.
No todas estas secuencias de control necesitan siempre estar
presentes tanto como la secuencia codificante seleccionada que es
capaz de ser replicada, transcrita y traducida en una célula
anfitriona apropiada. Un experto en la técnica puede identificar
fadcilmente la secuencia de acido nucleico reguladora de la base
de datos plblica y los materiales. Adicionalmente, un experto en
la técnica puede identificar una secuencia reguladora que es
aplicable al uso destinado, por ejemplo, in vivo, ex vivo, o in

vitro.

(00106] E1 término “regidén promctora” se utiliza aqui en su
sentido ordinaric para referirse a una regidén de nucledtido que
comprende una secuencia reguladora de ADN, en donde la secuencia
reguladora se deriva de un gen gue es capaz de unirse a la
polimerasa de ARN e iniciar la trascripcién de una secuencia
codificante en 1la direccidén 3’ (direccidén 3'}). La secuencia
reguladora puede ser homéloga o heterdloga para la secuencia de

gen deseada. Por ejemplo, se puede utilizar un amplic rangc de

’;f?(



10

15

20

25

67

promotores, gue incluye el promotor virico o de mamifero como se

describid anteriormente.

[00107] Un sitio internc de entrada al ribosomas (“IRES”) se
refiere a un segmento del acido nucleico gue promueve la entrada
o la retencidén de una ribosoma durante la traduccidén de una
secuencia codificante usualmente 3' en el IRES. En algunas
realizaciones el IRES puede comprender un sitio de divisidn
receptor/donante, sin embargo, los IRES preferidos carecen de un
sitio de divisidén receptor/donante. Normalmente, la entrada de
las ribosomas dentro del ARN mensajero tiene lugar por medio del
casquete localizado en el extremo 5’ de todos los mARN
eucaridticos. Sin embargo, existen excepciones en su regla
universal. La ausencia de un casquete en algunos mARN virico
sugiere gque la existencia de las estructuras alternativas permite
la entrada de ribosomas en un sitio internc de estos ARN. A la
fecha, un numero de estas estructuras, designadas IRES en cuenta
de su funcidn, se han identificado en la regidn no codificante 5°
de los mARN wviricos sin casquete, tal como aguellos, en
particular, de los picornavirus tal «como el virus de
poliomielitis (Pelletier et al., 1988, MoI. Cell. Biol., 8, 1103~
1112) y el virus EMCV (virus de encéfalo-miocarditis (Jang et
al., J. Virol., 1588, €2, 2636-2643). La descripcidén proporciona
el uso de un IRES en el contexto de un vector retrovirico de

replicacidén competente.

[00108] La secuencia de &cido nucleico heterdlogo esta

tipicamente bajo el contrcl de las seflales de promotor-mejorador
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LTR viricas o un promotor interno, y las seflales retenidas dentro
del LTR retrovirico puede aun traer aproximadamente eficiente
integracién del vector dentro del genoma de la célula anfitriona.
De acuerdo con lec anterior, lcs vectores retroviricos
recombinantes de la descripcidn, las secuencias deseadas, genes
y/o fragmentos de gen se pueden insertar en varios sitios y bajo
diferentes secuencias requladoras. Por ejemplo, un sitio para
insercién puede ser el sito prdoxime mejorador/promotor virico {(es
decir, el sitio de gen gque conduce LTR 5'). Alternativamente, las
secuencias deseadas se pueden insertar dentro de un sitio distal
(por ejemplo, la secuencia IRES 3' en el gen env) o en donde dos
o maAs secuencias heterdlogas estan presentes una secuencia
heteréloga puede estar bajo el control ‘de una primera regiodn
reguladora y una segunda secuencia heterdloga bajo el control de
una segunda regidén requladora. Otros sitios distales incluyen
secuencias de promotor wvirico, en donde la expresidén de la
secuencia o secuencias deseadas es a través de la divisidn del
cistrén de promotor proéximo, un promotor heterdlogo interno como
SV40 o CMV, o se puede utilizar un sitio interno de entrada al

ribosoma (IRES).

[(00109)] En una realizacidn, el genoma retrovirice de la
descripcidén contiene un IRES gue comprende un sitio de clonacidn
para la insercién de una secuencia de polinucledétide deseada. En
una realizacién, el IRES se ubica en 3' del gen env en el vector
retrovirico, pero en 5' en el &cido nucleico heterdloge deseado.

De acuerdc con lo anterior, una secuencia de peolinucleétido
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heteréloga que codifica un polipéptido deseado se puede ligar

operablemente al IRES.

{00110] En otra realizacidén una secuencia de polinucledtido
objetivo se incluye COmo parte del vector retrovirico
recombinante de la descripcidn. La secuencia de polinucledtide
objetivo es un ligando objetivo {por ejemplc, hormonas de péptido
tal como heregulina, anticuerpos de cadena sencilla, un receptor
o un ligando para un receptor), un elemento regulador especifico
de tipo celular ¢ especifico de tejide (por ejemplo, un promotor
o mejoradores especifico de tipo celular o especifico de tejido),
o una combinacién de un ligando objetivo y un elemento regulador
especifico de tipo celular/especifico de tejido. Preferiblemente,
el ligando objetivo se liga operablemente a la proteina env del
retrovirus, creando una proteina env retrovirica quimérica. Las
proteinas de GAG virico, POL virico y ENV virico se pueden
derivar de cualguier retrovirus adecuado (por ejemplo, MLV o
derivado de lentivirus). En otra realizacidén, la proteina ENV

retrovirica no se deriva de retrovirus (por ejemplo, CMV o V3V).

([00111) Los retrovirus recombinantes de la descripcidén se
modifica per lo tanto genéticamente en tal una forma gue el virus
se_objetiva en un tipo celular particular (por ejemplo, células
de masculo liso, células hepaticas, células renales,
fibroblastos, queratinocitos, células de talleo mesenquimzl,
células de médula ésea, condrocito, células epiteliales, células
intestinales, células neoplésicas, células de glioma, células

neuronales y otras conocidas en la técnica) de tal manera que el
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genoma del acido nucleico se suministra a wuna célula dividida
objetivo, o no dividida obkjetive, o una célula objetivo que tiene
un trastorno proliferative de la célula. El objetivo se puede
alcanzar en dos formas. La primera forma dirige el retrovirus a
una célula objetivo mediante la unidén a células gue tiene una
molécula en la superficie externa de la célula. Este método del
retrovirus objetivo utiliza la expresién de un ligando objetive
en el recubrimiento del retrovirus para asistir en objetivar el
virus a las células o tejidos que tienen un receptor o molécula
de unién que interactia con el ligando objetivo en la superficie
del retrovirus. Después de la infeccidn de una célula por el
virus, el virus inyecta su &cido nucleico dentro de la célula y
el material genétice de retrovirus se puede integrar dentro del
genoma de la célula anfitriona. El segundo método para objetivar
utiliza elementos reguladores especificos de tejido o de célula
para promover la expresién y la trascripcidén del genoma virico en
una célula objetivo que utiliza activamente los elementos
reguladores, como se describe mas completamente adelante. EI
material genético de retrovirus transferido luego se transcribe y
se traduce dentro de las proteinas dentro de la célula
anfitriona. El elemento regulador objetivo tipicamente se liga al

LTR 5' y/o 3', creando un LTR quimérico.

{00112] Al insertar una secuencia de Acido nucleico heterdlogo de
interés dentro del vector virico de la descripcién, Jjunto con
otro gen que codifica, por ejemplo, el ligando para un receptor
en una célula objetivo especifica, el vector es ahora objetivo

especifico. Los vectores viricos pueden hacer el objetivo
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especifico al adherir, por ejemplo, un azlcar, un glucolipido, o
una proteina. Se puede llevar a cabo el objetivo al utilizando un
anticuerpo para el vector virico objetivo. Aquellos expertos en
la técnica conocerdn de, o pueden comprobar facilmente, las
secuencias de polinucledétido objetivo que se pueden insertar
dentro del genoma virico o las proteinas que se pueden adherir a
una envoltura virica para permitir el suministrc especifico
objetivo del vector virico que contiene la secuencia de &acido

nucleico de interés.

[00113] Asi, 1la descripcidén incluye en una realizacidén, una
proteina env quimérica que comprende una proteina env retrovirica
ligada operablemente a un polipéptido objetive. El polipéptido
objetivo puede ser una molécula de receptor especifica de célula,
un ligando para un receptor especifico de célula, un anticuerpoc o
fragmento de anticuerpo para un epitopo antigénico especifico de
célula o cualquier otro ligando identificado féacilmente en la
técnica que es capaz de unir o interactuar con una célula
objetivo. Ejemplos de 1los polipéptidos o moléculas objetivo
incluyen anticuerpos bivalentes utilizando biotina-estreptavidina
como ligadores (Etienne-Julan et al., J. Of General Virol., 73,
3251-3255 (1992); Roux et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA 86,
9079-9083 (1989)), wvirus recombinante que contiene en su
envoltura una secuencia gue codifica un anticuerpo de regién
variable de cadena sencilla contra un hapteno (Russell et al.,
Nucleic Acids Research, 21, 1081-1085 (1993)), clonacién de los
ligandocs de hormona de péptido dentro de la enveltura del

retrovirus (Kasahara et al., Science, 266, 1373-1376 (19%4}),
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construcciones EPO/env quiméricas {Kasahara et al., 1994,
anticuerpo de cadena sencilla contra el receptor de lipoproteina
(LDL) de baja densidad en la envoltura MLV ecotrdpico, que
resulta en una infeccidn especifica de células Hela que expresan
el receptor LDL (Somia et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA, 92,
7570-7574 (1995)), de forma similar el rango anfitridén de ALV se
puede alterar mediante la incorporacidén de un ligando integrina,
gue permite al wvirus ahora cruzar especies para infectar
especificamente las células de glioblastoma de rata (Valsesia-
Wittmann et al., J. Virol. 68, 4609- 4619 (1994)), y Dornberg vy
colegas (Chu and Dornburg, J. Virol 6%, 2659-2663 (1995)) han
reportado objetive especifico de tejideo del virus de necrosis de
bazo (SNV), un retrovirus aviar, gue utiliza envolturas que
contienen anticuerpos de cadena sencilla dirigides contra los

marcadores de tumor.

[00114] LlLa descripcidn proporciona un métode para producir un
retrovirus recombinante capaz de infectar una célula objetivo que
comprende transfectar una célula anfitriona adecuada con 1lo
siguiente: un vector que comprende una secuencia de
polinucledétido que codifica un gag virico, un peol virice y un env
virico, en donde el vector contiene un sitio de clonacidn para la
introduccidén de un gen heterdlogo, ligade operablemente a una
secuencia de A&cido nucleico reguladora, y recuperar el virus

recombinante.

[(00115] El retrovirus vy los métodos de 1la descripcidn

proporcionan un retrovirus de replicacidén competente gue no
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requiere virus auxiliar o la secuencia de &cido nucleico
adicional o proteinas con el fin de propagar y producir virién.
Por ejemplo, las secuencilas de acido nucleice del retrovirus de
la descripcidén codifican, por ejemplo, un antigenc especifico de
grupo y transcriptasa inversa, (y enzimas de integrasa y proteasa
necesarias para la maduracidn Y trascripcion inversa),
respectivamente, como se discutid anteriormente. El gag y pol
virico se puede derivar de un 1lentivirus, tal comoe HIV o un
oncovirus tal como MoOMLV. Adicionalmente, el genoma del &cido
nucleico del retrovirus de la descripcidén incluye una secuencia
que codifica una proteina de envoltura virica (ENV). El gen env
se puede derivar de cualesguier retrovirus. El env puede ser una
proteina de envoltura anfotréfica gque permite la traduccidén de
las células de especie humana y otras especies, o puede ser una
proteina de envoltura ecotrépica, que es capaz de translucir solo
las células de ratdn y rata. Adicionalmente, puede ser deseable
objetivar el virus recombinante mediante el ligado de la proteina
de envoltura con un anticuerpc o un ligando particular para
objetivar un receptor de un tipo celular particular. Como se
menciond anteriormente, los vectores retroviricos pueden ser
objetivos especificos al insertar, por ejemplo, un glucolipido, o©
una proteina. El1 objetivo se lleva a cabo frecuentemente al
utilizar un anticuerpo para objetivar el vector retrovirico en un
antigeno en un tipo de célula particular (por ejemplo, un tipo de
célula encontrade en cierto tejido, o un tipo de c¢élula de
cancer). Agquellos expertos en la técnica conocerdn, o pueden
comprobar facilmente sin la debida experimentacién, los métodos

especificos para alcanzar el suministro de un vector retrovirico
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en un objetivo especifico. En una realizacidn, el gen env se
deriva de un no retrovirus (por ejemplo, CMV o VSV). Ejemplos de
genes env derivados de retrovirus incluyen, pero no se limitan a:
Virus de leucemia de murino de Moloney (MoMulLV), virus de sarcoma
murino de Harvey (HaMuSV), virus de tumor mamario de murino
(MuMTV), virus de leucemia de mono Gibbon (GaLV), wvirus de
inmunodeficiencia humana (VIH)}) y virus de sarcoma de Rous (RSV).
También se pueden utilizar otros genes env tal como virus de
Estomatitis Vesicular {VSV) (Protelna G), envoltura de

citomegalovirus (CMV), o virus de influenza hemaglutinina (HA).

[00116] En una realizacidén, el genoma retrovirico se deriva de un
onco-retrovirus o retrovirus gama, y mas particularmente un onco-
retrovirus de mamifero o retrovirus gama. “Derivado” significa
gque la secuencia de polinucledtido progenitor es un oncovirus
tipo natural gque se ha modificado mediante la insercidén o
remocidén de las secuencias de ocurrencia natural (por ejemplo,
insercién de un IRES, insercidédn de un polinucledétido heterdlogo
que codifica, por ejempleo, un polipéptido gque tiene actividad

desaminasa citosina de la descripcidén y similares).

(00117] En otra realizacidn, la descripcidn proporciona vectores
retroviricos gue se objetivan utilizando secuencias reguladoras.
Las secuencias reguladoras especificas de tejido o especificas de
célula (por ejemplo, promotores) se pueden utilizar para la
expresidén objetive de las secuencias de gen en las poblaciocnes
celulares especificas. Los promotores viricos y de mamifero

adecuados para la descripcién se describen en cualguier parte
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aqui. De acuerdo con lo anterior, en wuna realizacidn, la
descripcidén proporcicna un retrovirus que tiene elementos
promotores especificos de tejido en el extremo 5’ del genoma
retrovirico. Preferiblemente, los elementos/secuencias
reguladores especificas de tejido estan en la regidén U3 del LTR
del genoma retrovirico, que incluye por ejemplo promotores
especificos de tejido o especificos de célula y mejoradores para
las c¢élulas neopléasicas (por ejemplo, mejoradores y promotores
especificos de célula de tumor), y promotores inducibles (por

ejemplo, tetraciclina).

[00118] En algunas circunstancia, puede ser deseable regular la
expresién. Por ejemplo, diferentes promotores viricos con
estiramientos variados de la actividad se pueden utilizar
dependiendec del nivel de expresidén deseado. En las células de
mamifero, el promotor temprano inmediato CMV se utiliza
frecuentemente para proporcionar la fuerte activaciédn
transcripcicnal. Las versiones meodificadas del promotor CMV que
son menos potentes también se han utilizado cuando se desean
niveles reducidos de la expresidén del transgen. Cuando se desea
la expresidn de un transgen en las células hematopoyéticas, se
pueden utilizar promotores retroviricos tal como los LTR de MLV o
MMTV. Otros promotores viricos que se pueden utilizar incluyen
Sv40, RSV LTR, HIV-I y HIV-2 LTR, promotores de adenovirus tal
como de la regidén E1A, E2A, o MLP, LTR AAV, virus mosaico de

califler, HSV-TK, y virus de sarcoma aviar.
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[00119] De forma similar se pueden utilizar promotores selectivos
o especificos de tejido para efectuar la trascripcidn en tejidos
o células especificas con el fin de reducir la toxicidad
potencial o los efectos indeseables para los tejidos no objetivo.
Por ejemplo, los promotores tal como el PSA, probasina, fosfatasa
de acido prostatico o calicreina glandular especifica de prdstata
(hK2) se puede utilizar para objetivar la expresidén de gen en la
préstata. Otros dominios de promotores/reguladores que se pueden

utilizar se establecen en la Tabla 1.

[00120] En ciertas indicaciones, puede ser deseable activar la
trascripcidén en momentos especificos después de la administracién
del vector de terapia de gen. Esto se puede hacer con tales
promotores como aquellos gue son regulables de hormona o
citoguina. Por ejemplo en las aplicaciones terapéuticas en donde
la indicacién es un tejido gonadal en donde los esteroides
especificos se producen o se enrutan para, puede ser ventajoso el
uso de promotores regulados por andrégenc o estrbégenoc. Tales
promotores que son regulables por hormona incluyen MMTV, MT-I,
ecdysone y RuBisco. Se pueden utilizar otros promotores regulados
por hormona tal como aquellos gue responden a las hormonas
tiroides, pituitaria y adrenal. Los promotores que responden a la
proteina inflamatoria y citoquina que se pueden utilizar incluyen
K y T Kininogen (Kageyama et al., 1987), c¢-fos, TNF-alfa,
proteina C reactiva {(Arcone et al., 1988), haptoglobina (Oliviero
et al., 1987), sueroc amiloide A2, alfa C/EBP, IL-I, IL-6 (PoIi
and Cortese, 1989), Complemento C3 (Wilson et al., 1990), IL-8,

dcido alfa-1 glucoproteina (Prowse and Baumann, 1988), alfa-1
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antitipsina, lipoproteina 1lipasa (Zechner et al., 1988),
angiotensinogena {Ron et al., 1990), fibrindgeno, c-jun
(inducible por ésteres forbol, TNF-alfa, radiacidédn UV, &cido
retinoico, y peréxido de hidrégeno), colagenasa (inducido por
ésteres forbol y acido retinoicc), metalotioneina (metal pesado y
glucocorticoide 1inducible), Estromelisina {inducible por éster
forbol, interleuquina-1l y EGF), alfa-2 macroglobulina y alfa-l
antiquimotripsina. Los promotores especificos de tumor tal como
osteocalcina, elementos gque responde a hipoxia (HRE)}, MAGE-4,
CEA, alfa-fetoproteina, GRP78/BiP y tirosinasa también se pueden
utilizar para regular la expresién de gen en las células de

tumor.

(00121] Adicionalmente, esta lista de promotores no se debe
construir como que es exhaustiva o limitante, aguellos expertos
en la tecnica conoceran de otros promotores gque se pueden

utilizar en conjunto con los promotores y métodos descritos aqui.

TABLA 1 PROMOTORES ESPECIFICOS DE TEJIDO

Tejido Promotor

Pancreas Insulina Elastina Amilasa

pdr-1 pdx-1 glucoguinasa

Higado Albumina PEPCK mejorador de HBV
o fetoproteina apclipoproteina C a-1
antitripsina vitelogenina, NF-AB
Transtiretina
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miusculo esquelético quinasa creatinina de Musculo de cadena de
Miosina H
Distrofina Calpaina p9%4 troponina 1 rapida de
alfa-actina esquelética

Piel gueratina Ké queratina Kl

Pulmén citoqueratinq 18 humana CFTR (K18) proteinas

A, B y C de tensocactive pulmonar CC-10 Pl

Musculo liso sm22 o SM—-alfa-actina

Endotelio Endotelina-1 E-selectina facter veon
Willebrand TIE, KDR/flk-1 Melanocitos
Tirosinasa

Tejido adiposo Lipoproteina lipasa (Zechner et al., 1988)

Adipsina (Spiegelman et al., 1989) acetil-CoA
carboxilasa { Pape and Kim, 1989)
glicerofosfato deshodrogenasa (Dani et al.,
1989) adipocito P2 (Hunt et al., 1986)

Mama Proteina Acidica Whey (WAP) [(Andres et al.
PNAS 84:1299-1303 1987

Sangre f-gleobina

[(00122] “Elementcs reguladores especificos de tejido “ son
elementos regquladores (por ejemplo, promotores} gue son capaces
de conducir la trascripcidén de un gen en un tejido mientras
permanece mayormente “inactivo” en otros tipos de tejido. Se
entendera, sin embargo, que los promotores especificos de tejido
pueden tener una cantidad detectable de la actividad
“antecedente” o “base” en aquellos tejidos en donde ellos se

inactivan. El grado en el cual un promotor se activa
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selectivamente en un tejido objetivo se puede expresar como una
relacién de selectividad (actividad en un tejido/actividad
objetivo en un tejido de control). A este respecto, un promotor
especifico de tejido util en la practica de la descripcidn
tipicamente tiene una relacidén de selectividad de mas de
aproximadamente 5. Preferiblemente, lé relacién de selectividad

€s mayor gue aproximadamente 15.

[00123] Se entenderd adicionalmente que ciertos promotores,
mientras no se restringe en la actividad para un tipo de tejido
unico, puede no obstante mostrar selectividad en que ellos pueden
ser activos en un grupo de tejidos, y menos activos o inactivos
en otro grupo. Tales promotores también se denominan “especifico
de tejido”, y se contemplan para uso con la descripcidén. De
acuerdo con lo anterior, los elementos reguladores especificos de
tejido utilizados en la descripcién, tienen aplicabilidad para la
regulacion de las proteinas heterdélogas tal como los polipéptidos
que tienen actividad desaminasa citosina de la descripcién asi
como también una aplicabilidad como una secuencia de

polinucledtido objetivo en los vectores retroviricos.

[00124] Los vectores retroviricos y 1los polinucleédtidos CD vy
polipéptidos de la descripcién se pueden utilizar para tratar un
amplio rango de enfermedades y trastornos que incluyen un numero
de enfermedades proliferativas de céliula y trastornos (ver, por
ejemplo, la patente Estadounidense Nos. 4,405,712 y 4,650,764;
Friedmann, 1989, Science, 244:1275-1281; Mulligan, 1993, Science,

260:926-932, R. Crystal, 1995, Science 270:404-410, cada uno de
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los cuales se incorpora aqui como referencia en su totalidad, ver
también, The Development of Human Gene Therapy, Theodore
Friedmann, Ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, N. Y., 1999. ISBN 0-87969-528-5, que se incorpora aqui

como referencia en su totalidad).

[00125] La descripcién también proporciona terapia de gen para el
tratamiento de trastornos proliferativos de c¢élula. Tal terapia
alcanzarid su efecto terapéutico mediante la introduccidén de una
secuencia de polinucledtido terapéutica apropiada (por ejemplo,
un polipéptido de la descripcidn que tiene actividad desaminasa
citosina), dentro de las células del sujeto que tiene el
trastorno proliferativo. El suministre de las construcciones de
polinucledtido se puede lograr utilizando el vector retroviriceo

recombinante de la descripciédn.

[00126] Adicionalmente, los métodos terapéuﬁicos {por ejemplo, la
terapia de gen o métodos de suministro de gen) comc se describe
agqul se pueden desarrollar in vivo o ex vivo. Por ejemplo, en los
métodos para el tratamiento de enfermedades proliferativas de
célula o trastornos puede ser Util remcover la mayor parte de un
tumor antes de la terapia de gen, por eljemplo quirurgicamente o
mediante radiacidn. En algunas realizaciones, la terapia

retrovirica se puede preceder ¢ seguir por quimicterapia.

[00127] Asi, la descripcidn proporciona un retrovirus
recombinante capaz de infectar una célula no dividida, una célula

dividida o una c¢élula neoplédsica, en donde el retrovirus

A\
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recombinante comprende un GAG virico; un POL virico; un ENV
virico; un &cido nucleico heterdlogo (por eijemplo, que comprende
un polipéptido de la descripcidén que tiene actividad desaminasa
citosina) ligado operablemente a un IRES; y las secuencias de
acido nucleico que actuan cis necesarias para empague,
trascripcién inversa e integracidén. El retrovirus recombinante
puede ser un lentivirus, tal como HIV, o puede ser un ©NCOVirus.
Como se describidé anteriormente para el método de producir un
retrovirus recombinante, el retrovirus recombinante de la
descripcidn pueden incluir adicionalmente por lo menos una de las
proteinas VPR, VIF, NEF, VPX, TAT, REV, y VPU. Mientras gue no se
espera estar vinculado por una teoria particular, se considera
que uno o mas de estos productos de gene/proteina son importantes
para incrementar el titulo virico del retrovirus recombinante
producido (por ejemplo, NEF) o puede ser necesario para infecciédn

y empaque de viriodn.

[00128} La descripcién también proporciona un método de
transferencia de 4acido nucleico a wuna <c¢élula objetivo para
propercionar la expresidén de un 4&cido nucleico particular (por
ejemplo, una secuencia heterdleoga tal como un polinucleétido que
codifica un polipéptido que tiene actividad desaminasa citosina).
Por lco tanto, en otra realizacidén, la descripcidn proporciona un
método para la introduccidn y la expresidn de un acido nucleico
heterélogo en una c¢élula objetive gque comprende infectar la
célula objetivo con el virus recombinante de la descripcidn y gque
expresa el acido nucleico heterélogo en la célula objetivo. Como

se menciond anteriormente, la célula objetivo puede ser cualquier
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tipo de célula que incluye célula dividida, no dividida,
neopldsica, inmortalizada, modificada y otros tipos de ceélulas
reconocidos por aguellos expertos en la técnica, tan grande

cuando ellos son capaces de infeccidn mediante un retrovirus.

(00129] La descripcidn también proporciona terapia de gen para el
tratamiento de trastornos inmunolégicos o proliferativos de
célula. En wuna realizacidn, un trastorno proliferativo de la
célula se trata al introducir wun polinucleétido CD de la
descripcidén, que expresa el polinucledtido para producir un
polipéptido que comprende actividad desaminasa citosina y poner
en contacto la célula con 5-fluorcocitosina en una cantidad vy

durante un periodo para producir una cantidad citotdxica de 5-FU.

[00130] Adicionalmente, la descripcidn proporciona una secuencia
de polinucledtido gque codifica un vector retrovirico recombinante
de la descripcidén. La secuencia de polinucledtido se puede
incorporar dentro de wvarias particulas viricas. Por ejemplo,
varios vectores viricos gue se pueden utilizar para terapia de
gen incluyen adenovirus, virus herpes, vaccinia, o,
preferiblemente, un virus de ARN tal como un retrovirus y mas
particularmente un oncovirus de mamifero. El vector retrovirico
puede ser un derivado de un retrovirus de murino, simio o humano.
Ejemplos de vectores retroviricos en los cuales un gen extrano
{por ejemplo, una secuencia de polinucleétido heterdlogo) se
puede insertar que incluye, pero no se limita a: derivados de
Virus de leucemia de murino de Moloney (MoMulLV), virus de sarcoma

murino de Harvey (HaMuSV), virus de tumor mamario de muring
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(MuMTV), v Virus de Sarcoma Rous (RS5V}. Todos estos vectores
pueden transferir o incorporar un gen para un marcador
seleccionable ya que las células traducidas se pueden identificar
Yy generar. En todavia otra realizaciédn, la descripcidn
proporciona plésmidos que comprenden una construccién derivada
retrovirica recombinante. El ©pléasmido se puede introducir
directamente dentro de una célula objetivo o un cultivo celular
tal como NIH 3T3, HT1080 (humano), CF2 (perro) u otras células de
cultivo de tejido. Las células resultantes se liberan del vector

retrovirico dentro del medic de cultivo.

[00131} La descripcion proporciona una construcciodn de
polinucleétido que comprende de 5' a 3': un promotor o regién
reguladora uUtil para inicliar la trascripcién ; una sefial de

empaque psi; un gag que codifica la secuencia de &cido nucleico,
un pol gque codifica la secuencia de &acido nucleico; un env gque
codifica la secuencia de Acido nucleico; un sitio interno de
entrada al ribosoma la secuencia de 4cido nucleico; un
polinucledtido heterdleogo que codifica un marcador, polipéptido
diagnéstico o terapéutico (por ejemplo, un pelipéptido gue tiene
actividad desaminasa citosina):; y una secuencia de acido nucleico
LTR. En realizaciones especificas, un polinucledtido heterélogo
gue codifica un polipéptido que tiene actividad desaminasa
citosina puede comprender adiciconalmente un dominio que codifica

un polipéptide que comprende actividad UPRT u OPRT.

[00132] Como se describe aqui en cualquier parte y como sigue los

varios segmentos de la construcciédn de polinucledtido de la
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descripcion (por ejemplo, un polinucledtido retrovirico
competente de replicacién recombinante) se construyen por
ingenieria dependiendo en parte de la célula anfitriona deseada,
tiempo o cantidad de expresidén, y el polinucledtido heterdlogo.
Una construccién retrovirica de replicacidn competente de 1la
descripcién se puede dividir en un numero de dominios gue se
pueden modificar individualmente por aquellos expertos en la

técnica.

f00133] Por ejemplo, el promotor puede comprender un promoctor CMV
gue tiene una secuencia como se establece en la SEQ ID NO: 19,
20, o 22 a partir del nucledtido 1 a cerca del nucleodtido 582 vy
puede incluir la medificacidén en una o mas (por ejemplo, 2-5, 5-
10, 10-20, 20-30, 30-50, 50-100 o mas bases de acido nucleico)
tanto como el promotor modificado es capaz de dirigir y iniciar
la trascripcién . En una realizacién, el promotor o regidn
reguladora comprende un polinucledtido de dominio CMV-R-US5. El
dominio CMV-R-U5 comprende el promotor inmediatamente ftemprano
del citomegalovirus humano en la regién MLV R-U5. En wuna
realizacidén, el polinucledtido de dominio CMV-R-US5 comprende una
secuencia como se establece en la SEQ ID NO: 19, 20, o 22 desde
cerca del nucledtido 1 a cerca del nucledtido 1202 o 1las
secuencias que son por lco menos 95% idénticas a una secuencia
como se establece en la SEQ ID NO: 19, 20, o 22, en donde el
polinucledtido promueve la trascripcidén de una molécula de acido
nucleico ligada operablemente a esta. El1 dominio gag del
polinucledétideo se puede derivar de cualguier numero de

retrovirus, pero tipicamente se derivara de un oncoretrovirus y
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mas particularmente de un oncoretrovirus de mamifero. En una
realizacién el deminic gag comprende una secuencia desde cerca
del nucledtido numero 1203 a cerca del nucledtide 2819 o una
secuencia que tiene por lo menos 95%, 98%, 99% o 99.8% (rounded
to the nearest 10th) de identidad de la misma. El dominio pol del
pelinucledétido se puede derivar del nUmero de retrovirus, pero
tipicamente se derivara de un oncoretrovirus Y mas
particularmente de un oncoretrovirus de mamifero. En una
realizacién el dominio pol comprende una secuencia desde cerca
del nucledtido nimero 2820 a cerca del nucledtido 6358 o una
secuencia gue tiene por lo menos 95%, 98%, 99% o 99.9% (roundest
to the nearest 10th) de identidad de esta. E1 dominio env del
polinucledtido se puede derivar de <cualgquier numero de
retrovirus, pero tipicamente se derivara de un oncoretrovirus vy
mas particularmente de un oncoretrovirus de mamiferc. En algunas
realizacicnes el dominioc de codificacién env comprende un dominio
env amfotréfico. En una realizacidn el dominic env comprende una
secuencia desde cerca del nucledétido numero 6359 a cerca del
nucledtido 8323 o una secuencia que tiene por lo menos 95%, 98%,
99% o 99.8% (roundest to the nearest 10th) de identidad de esta.
El dominic IRES del polinucledtido se puede obtener de cualquier
namero de sitios de entrada de ribosoma internos. En una
realizacidn, el IRES se deriva de un virus de
encefalomiocarditis. En una realizacidén el dominio IRES comprende
una secuencia desde cerca del nucledtido numero 8327 a cerca del
nucledétido 8876 o una secuencia que tiene por lo menos 95%, 98%,
o 99% (roundest to the nearest 10th) de identidad de la misma

tanto como el dominic permite la entrada de una ribosoma. El
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dominio heterélogo puede comprender una desaminasa citosina de la
descripcidén. En una realizacién, el polinucledétido CD comprende
una secuencia de codén humanc optimizadoe. En todavia otra
realizacién, el polinucledtido CD codifica un polipéptido mutante
gue tiene desaminasa citosina, en donde las mutaciones confieren
estabilizacion térmica incrementada que incrementa la temperatura
de ebullicién (Tm) por 10°C gque permite la actividad cinética
sostenida sobre un amplio rango de temperatura y niveles
acumulados incrementados de la proteina. En una realizacidédn, la
desaminasa citosina comprende una secuencia como se establece en
la SEQ ID NO: 19 desde cerca del nucledtidoc numero 8877 a cerca
de 9353. El dominio heterdlogo se puede seguir por un dominio
rico en polipurina. El LTR 3’ se puede derivar de cualquier
numero de retrovirus, tipicamente un oncorefrovirus v
preferiblemente un oncoretrovirus de mamifero. En una
realizacién, el LTR 3’ comprende un dominio U3-R-U5. En todavia
otra realizacidén el LTR comprende una secuencia comec se establece
en la SEQ ID NOC: 19 desde cerca del nucledtide 9405 a cerca de
9998 o© wuna secuencia que es por lo menos 95%, 098% o 99.5%

{rounded to the nearest 10th) idéntica de la misma.

(00134] La descripcidédn también proporciona un vector retrovirico
recombinante que comprende de 5' a 3' a CMV-R-U5, fusidén del
promotor temprano inmediato del citomegalovirus humano en la
regién MLV R-U5; un PBS, el sitic de unidén de cebador para
transcriptasa inversa; un sitio de divisién 5’; una sefal de

empaque |; un gag, ORF para el antigeno especifico del grupo MLV;

un pol, ORF para la poliproteina de polimerasa MLV; un sitio deci,:>r
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divisién 3’; un 4070A env, ORF para la proteina de envoltura de
la cepa MLV 4070A; un IRES, sitio interno de entrada al ribosoma
del virus de encefalomiocarditis; una desaminasa citosina
modificada (termoestablizada y optimizada de coddbén) ; un PPT,
tracto polipurina; y un U3-R-U5, repeticidén de Terminal largo

MLV. Esta estructura se describe adicionalmente en la figura 1.

[00135] La descripcidn también proporciona un vector retrovirico
que comprende una secuencia como se establece en la SEQ ID NO:

19, 20, o 22.

[0013€] En otra realizacidn, la descripcidn proporciona un métcedo
para tratar un sujeto gque tiene un trastorno proliferativo de la
célula. El sujeto puede ser cualguier mamifero, y es
preferiblemente un humanc. El sujeto se pone en contacto con un
vector retrovirico recombinante de replicacidén competente de la
descripcidén. El poner en contacto puede ser in vivo © ex vivo.
Los métodes para administrar el vector retroviricoe de la
descripcidén se conocen en la técnica e incluyen, por ejemplo,
administracién sistémica, administracidn tépica, administracién
intraperitoneal, administracién intramuscular, intracranial,
cerebrospinal, asi como también administracién directamente en el
sitio de un trastorno proliferativo de célula o tumor. Se conocen

en la técnica otras rutas de administracion.

[C0137] Asi, la descripcidn incluye varias composiciones
farmacéuticas Utiles para tratar un trastorno proliferativo de la

célula. Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la

a%
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descripcién se preparan al traer un vector retrovirico que
contiene una secuencia de polinucledtido heterdlogo 0Gtil en
tratar o modular un trastorno proliferative de la c¢élula de
acuerdo con la descripcién dentro de una forma adecuada de
administracién a un sujeto utilizando portadores, excipientes vy
aditivos o auxiliares. Los portadores o auxiliares frecuentemente
utilizades incluyen carbonato de magnesio, didxido de titanio,
lactosa, manitcol y otros azucares, talco, proteina de leche,
gelatina, almidén, vitaminas, celulosa y sus derivados, aceites
vegetales y de animal, polietilenglocoles y disolventes, tal como
agua estéril, alcoholes, glicerol y alcoholes polihidricos. Los
vehicules intravenosos  incluyen replenishers de fluide vy
nutrientes. Los conservantes incluyen antimicrobianos, anti-
oxidantes, agentes guelantes y gases 1inertes. Otros portadores
farmacéuticamente aceptables incluyen soluciones acuosas,
exciplentes no téxicos, que incluye | sales, conservantes,

amortiguantes y similares, como se describe, por ejemplo, en

Remingten's Pharmaceutical Sciences, 15th ed. Easteon: Mack
Publishing Co., 1405-1412, 1461-1487 ({1975) vy The National
Formulary XIV., 14th ed. Washington: American Pharmaceutical
Association {1975}, cuyos contenidos se incorporan agqui como

referencia. El1 pH vy 1la concentracidn exacta de los varios
componentes de la composicidn farmacéutica se ajustan de acuerdo
con las técnicas de rutina en el arte. Ver Goodman and Gilman's

The Pharmacological Basis for Therapeutics (7th ed.).

[00138] Por ejemplo, y no por via de limitacién, un vector

retrovirice 4dtil en tratar un trastorno proliferativo de la Cacﬂ
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célula incluirédn una proteina ENV amfotrépica, proteinas GAG, vy
proteinas PCL, una secuencia promctcra en el genoma retrovirico
de la regién U3, y todas las secuencias gue actlan cis necesarias
para replicacidn, empaque e Iintegracidédn del genoma retrovirico

dentro de la célula objetivo.

f00139] Los siguientes Ejemplos estédn destinados a ilustrar, pero
no a limitar la descripcién. Mientras gque tales Ejemplos son
tipicos para aquellos que los pueden utilizar, se pueden utilizar
alternativamente otros procedimientos conocidos por aguelloes

expertos en la técnica.

EJEMPLOS

Ejemplo 1 Construccidn de genes CD modificados e insercién dentro

de los vectores de pléasmido.

(06140] Los mejoramientos genéticos para el gen de desaminasa
citosina de levadura tipo natural se ha hecho e incluye: (1) tres
mutaciones posicionales éue cambian tres aminodcidos (A23L, I140L
y V108I) para incrementar la estabilidad térmica de la proteina
de desaminasa citosina de levadura vy (2) modificaciones de
secuencia de gen adicionales para mejorar las secuencias de uso
de coddédn humanc para mejorar la eficiencia de traduccién de
proteina en c¢élulas humanas sin cambics adicionales para la

secuencia de amincacido.
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(00141] El disefic de secuencia para el CD incluye CD optimizado,
CD-UPRT (ligador +/-) y CD-OPRTasa (ligades +/-}). La secuencia
codificante de desaminasa citosina final que puede comprender en
el extremo 5' un sitio PSI1 (longitud completa) y el extremo 3'
del sitio Notl mas la c¢ola poli A para la estrategia basada en el

casete PSI1/Noti.

[00142] La siguiente secuencia gque comprende una desaminasa
citosina de levadura se utiliza para clonacién, optimizacidn y
mutacién (los &cidos nucleicos boxed que comprende los sitios de

restriccién utilizados en los métodos posteriores para clonacién:

RACACGA[I'TATAAATGGTGACAGGGGGAATGGCAAGCAAGTGGGATCAGAAGGGTATGGACA
TTGCCTATGAGGAGGCGGCCTTAGGT TACAAAGAGGGTGGTGTTCCTATTGGCGGATGTCTT
ATCAATAACAAAGACGGAAGTGTTCTCGGTCGTGGTCACAACATGAGATTTCAARAGGGATC
CGCCACACTACATGGTGAGATCTCCACTTTGGARAACTGTGGGAGATTAGAGGGCAAAGTGT
ACAAAGATACCACTTTGTATACGACGCTGTCTCCATGCGACATGTGTACAGGTGCCATCATC
ATGTATGGTATTCCACGCTGTGTTGTCGGTGAGRACGTTAATTTCARAAGTAAGGGCGAGAR
ATATTTACBAACTAGAGGTCACGAGGTTGTTGTTGTTGACGATGAGAGGTGTARAAAGATCA
TGARACAATTTATCGATGAAAGACCTCAGGATTGGTTTGAAGATATTGGTGAGTAGGCGGCC,
[GeCCATAGATAAAATARAAGATTTTATT TAGTCTCCAGAARRAGGGGGG (SEQ 1D
NO:31)

La siguiente Tabla resume los genes y los vectores de plésmido

resultantes gue se hacen y sus nombres.
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Tabla: Construcciocnes de vector y nombres
Cédigo Nombre Nombre Pro | enveltu | Vecto | IRE | transgen | 3'LT
Tocage de original m ra T S R
n referenc 57
ia LTR
T5.000 | pACE-yCD pACE-CD CMV Amfo pPACE EMC | Levadura MLV
0 (Tai et (4070A) v CD en U3
al. peso
2009)
T5.000 | pAC3- | Secuenci | CMV |  Amfo pAC3 | EMC cD MLV
1 yCD1 a Chopt {(40708) Vv modifica U3
do
T5.000 pAC3-~ CDopt+3p | CMV amfo pAC3 | EMC CD MLV
2 yCD2 t {4070A) Y modifica u3
do
T5.000 pAC3- CDopt+3p | CMV Amfo pAC3 | EMC | CD2-UPRT | MLV
3 yCD2-U t-UPRT (4070RA) v a3
T5.000 pAC3- CDopt+3p | CMV amfo pAC3 | EMC | CD2-0OPRT | MLV
4 yCD2-0 t-OPRT {40704) v U3
T5.000 PAC3- CDopt+3p | CMV Amfo pAC3 | EMC [ c¢D2-L- MLV
5 yCD2-LC t-LINK- (40704) v OPRT 03
OPRT
T5.000 pAC3- PAC3- CMV Amfo pAC3 | EMC | Emera id | MLV
6 eGFP emd, (40704) \Y GFP U3
PAC3GFP
T5.000 pAC3- PAC3- CcMV Amfo pAC3 | EMC | Levadura MLV
7 yCD yCD (4070A) v CD en U3
peso
[00143] El1 vector retrovirico de replicacién competente descrito
por Kasahara et al. pACE-CD (Patente Estadounidense No.
6,899,871, cuya descripcidén se incorpora aqui) se utiliza como
una base para modificaciones adicionales. Un vector (pAC3-yCD) se

modifica para expresar un gen de desaminasa citosina de levadura

e
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modificado <como se describe aqui y se utiliza en las
construcciones. Ver IA adelante para un diagrama de la
construccién de vector para el retrovirus <competente de
replicacién transfectada inicial. E1 CMV es el promotor tempranc
inmediato CMV humano, U3, R y U5 son las regiones
correspondientes de la repeticién de Terminal largo virico (LTR).
El Gag, pol y env son las regiones codificantes de proteina
virica. El1 IB y ID muestra la estructura de plasmido y wuna
secuencia de la descripcién. Después que se sintetizan los genes
en un contractor (Bio Basic Inc., Markham, Ontario, Canad&a) ellos
se 1nsertan dentro del sitio Psil -Notl de 1la estructura del
vector pAC3 (figura 1). La estructura de plésmido se genera
normalmente al cortar el plasmido pAC3-eGFP con Psil y Notl y
purificar el fragmento grande (aproximadamente 1lkb) que codifica

el plasmido y la estructura retrovirica)

[00144] A. Gen CD optimizado de coddn humanizado (CDopt, aka CDIl,

T5.0001) Una comparacidén de una desaminasa citosina de coddn
humanc optimizado de Conrad et al. y PCT WO 99/60008 indica 91
codones totales optimizados en ambos, 36 codones idénticos, 47
codones gque tiene cambios de tercer par base (todos codifican el
mismo aminodcido) y 9 codones son diferentes (sin embargo ellos

codifican el mismo aminocdcido). De los 9 codones gue difieren:

AGC (Ser}) a TCC (Ser)
CGT {Arg) a AGG (Arqg)

CCA {(Pro) a CCT (Pro)

1073



93

Todos tiene contenido GC equivalente y <codifican el mismo
aminocacido. La secuencia de gen de levadura nativa anterior es el
codbén separadamente optimizado para dar el siguiente gen CD (CD1)
y se denomina T5.0001 cuando se inserta dentro del vector de
5 plésmido pAC3 que cecdifica el retrovirus de replicacidn

competente (RCR) con IRES.

[FTATARATGGTGACCGECGECATGECCTCCARGTGGGATCARARGGGCATGGATATCGCTTA
CGAGGAGGCCGCCCTGGGCTACAAGGAGGGCGECGTGCCTATCGGCGGCTGTCTGATCAACA
ACAAGGACGGCAGTGTGCTGGGECAGGGGCCACAACATGAGGTTCCAGAAGGGC TCCGCCACC
CTGCACGGCEAGATCTCCACCCTGGAGAAC TG TGGCAGGCTGGAGGGCAAGGTGTACANGGA
CACCACCCTGTACACCACCCTGTCCCCTTGTGACATGTGTACCGGCGCTATCATCATGTACG
. GCATCCCTAGGTGTGTGEGTGGGCGAGAACGTGAACTTCAAGTCCAAGGGCGAGAAGTACCTG
CAAACCAGGGGCCACGAGETGGTCGTTGTTGACGATGAGAGGTGTAAGAAGATCATGAAGCA
GTTCATCGACGAGAGGCCTCAGGACTGGTTCGAGGATATCGGCGAGTGATAR e
ATARAATAAAAGATTTTATTTAGTCTCCAGARARAGGGGGG. {SEQ ID NO:32)

10 [00145] B. Gen CD Estabilizado por Calor Se hacen modificaciones

adicionales para mejorar la estabilidad de la desaminasa
citosina. Se hacen meijoras genéticas con el gen de desaminasa
citosina de levadura tipo natural gene por incluir tres
mutaciones posicionales que cambian tres amincacidos (AZ3L, I140L
‘.15 y V108I) para incrementar la estabilidad térmica de la proteina

desaminasa citosina de levadura.

[00146] Se wutilizan los siguientes ©pares cebadores en la

generacién del gen para el polipéptido desaminasa citosina de la

20  descripcién: codificante: 5'~
tcgaggatatcggcgagtgaaaccegttattetttttgge-3" {SEQ ID NO: 25}
anticodificante: 5'-gccaaaaagaataacgggtttcactegeccgatatcctega-3!

(SEQ ID NO:26) : 1@\-—1
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codificante:

5'tcggecgagtgatccggeggeggcegectecggeggeggcgecteccggeggeggegee

tccggcggeggegecaaccegttatt-3' (SEQ ID NO:27)

anticodificante: S'-
5 aataacgggttggcgeccgeccgecggaggcgccgecgecggaggegeccgeege

cggaggcgccgocgeceggatcactegecga-3' (SEQ ID NG: 28)

[00147] Para incrementar la capacidad del CD de levadura nativa,
se construyen por ingenieria tres sustituciones de aminoacido
10 dentro de la proteina. Estas sustituciones se hacen solas © en

combinacién con la optimizacién del coddédn humano.

[00148) Las tres sustituciones de aminocdcido son: A23L, V108I,
I140L. Una secuencia gue codifica estas sustituciones se muestra

15 adelante.

ATGGTGACAGGGGGAATGGCAAGCAAGTGGGATCAGAAGGGTATGGACATTGCCTATGAGGA
GGCGITATTAGGT TACAAAGAGGGTGGTGTTCCTATTGGCGGATGTCT TATCAATAACARAG
ACGGAAGTGTTCTCGGTCGTGGTCACAACATGAGATTTCAARAGGGATCCGCCACACTACAT
GGTGAGATCTCCACTTTGGAAAACTGTGGGAGAT TAGAGGGCAAAGTGTACAARGATACCAC
TTTGTATACGACGCTGTCTCCATGCGACATGTGTACAGGTGCCATCATCATGTATGGTATTC
CACGCTGTGTCATCGGTGAGAACGTTAATTTCARAAGTARGGGCGAGARATATTTACAAACT
AGAGGTCACGAGGTTGTTGTTGTTGACGATGAGAGGTGTARARAGITAATGAAACAATTTAT
CGATGAAAGACCTCAGGATTGGTTTGAAGATATTGGTGAGTAGECGGCCGUGCCATAGATAA
AATAAAAGATTTTATTTAGTCTCCAGAAARAGGGGGG (SEQ ID NO:33)

[00149] El polipéptide <codificade comprende la siguiente

20 secuencia ({(aminodcidos sustituidos subrayades en negroj:

1 MVTGGMASKWDQKGMDIAYEEALLGYKEGGVPIGGCLINNKDGSVLGRGHNMRFQKGSAT
61 LHGEISTLENCGRLEGKVYKDTTLYTTLSPCDMCTGAIIMYGIPRCVIGENVNFRSKGEK
121 YLQTRGHEVVVVDDERCKKLMKQFIDERPOQDWFEDIGE-
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[(00150]) El disefic de construccidén final que  integra 3
sustituciones de aminodcide A23L/V10BI/I140L utilizandc codones
preferidos y los usos preferidos de codédn humano utilizados para
la secuencia completa (este gen se denomina CDopt+3pt [aka CD2] vy
5 T5.0002 cuando se inserta dentro del vector de plasmido pAC3 que

codifica el RCR con IRES) (SEQ ID NO:34):

1 ATGGTGACCGGCGGCATGGCCTCCAAGTGGGATCAAAAGGGCATGGATATCGCTTACGAG
61 GAGGCCCTGCTGGGCTACAAGGAGGGCGGCGTGCCTATCGGCGGCTGTCTGATCAACAAL
121 AAGGACGGCAGTGTGCTGGGCAGGGGCCACAACATGAGGTTCCAGAAGGGCTCCGCCACC
181 CTGCACGGCGAGATCTCCACCCTGGAGAACTGTGGCAGGCTGGAGGGCAAGGTGTACAAG
241 GACACCACCCTGTACACCACCCTGTCCCCTTGTGACATGTGTACCGGCGCTATCATCATG
301 TACGGCATCCCTAGGTGTGTGATCGGCGAGARCGTGAACTTCAAGTCCAAGGGCGAGARG
361 TACCTGCAAACCAGGGGCCACGAGGTGGTGGTTGT TGACGAT GAGAGGTGTAAGAAGCTG
421 ATGARAGCAGTTCATCGACGAGAGGCCTCAGGACTGGTTCGAGGATATCGGCGAGTGATAA

10 Los codones subrayados denotan codones preferidos para las

sustituciones de aminocécido.

{00151] El disefio de secuencia optimizado CD (preferencia de
coddn humano + 3 sustituciones de amincécido)
15

AACACGATTATAAATGGTGACCGGCGGCATGGCCTCCAAGTGGGATCAAAAGGGCATGGATA
TCGCTTACGAGGAGGCCCTGCTGGGCTACAAGGAGGGCGGCGTGCCTATCGGCGGCTGTCTS
ATCAACAACAAGGACGGCAGTGTGCTGGGCAGGGGCCACAACATGAGGTTCCAGAAGGGCTC
CGCCACCCTGCACGGCGAGATCTCCACCCTGGAGAACTGTGGCAGGCTGGAGGGCAAGGTGT
ACAAGGACACCACCCTGTACACCACCCTGTCCCCTTGTGACATGTGTACCGGCGCTATCATC
ATGTACGGCATCCCTAGGTGTGTGATCGGCGAGAACGTGAACTTCAAGTCCAAGGGCGAGAR
GTACCTGCARACCAGGGGCCACGAGGTGGTGGTTGTTGACGATGAGAGGTGTAAGAAGCTGA
TGAAGCAGTTCATCGACGAGAGGCCTCAGGACTGGTTCGAGGATATCGGCGAGTAR
[GHGCCATAGATARAATAARAGATTTTATTTAGTCTCCAGARRAAGGGGGG (SEQ 1D

NGO :35)

[00152) C. Censtruccidn de gen de fusidn CD-UPRT (CDopt+3pt~UPRT,

[aka CDopt-UPRT y CD2-UPRT], TS5.0003 en el vector RCR de pléasmido

20 pAC3) Una construccidén de fusién también se desarrolla que \C>b
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comprende un polipéptido CD como se describidéd anteriormente

ligadoc a un peolipéptido UPRT para generar una secuencia UPRT

optimizada CD utilizando el Esquema I como se establecidé en la

figura Z2A.

Se utilizan los siguientes cebadores para eliminar el

inicio~-detencidn entre el CD y UPRT.

Secuencias cebadoras:

Nembre de Secuencia Cebadora (5' a 3’') (SEQ ID No:)
Cebador
Del 118-123 5'-tcgaggatatcggcgagtgaaaceegttattottrbigge-3' (36)
Del 118-123- S'-gccaaaaagaataacgggtticactegeegatatectega-3' (37)
anticeodificante
Nombre de Longitud Tm Energia Costo de
Cebader {nt.) Diplex a energia de
68° C mismatches
Del 118-123 40 79.06° C -44 .37 21.1%
kcal/mol
Del 118-123- 40 79.06° C ~47.95 20.3%
anticodificante kcal/mol
Nombre de Cebador-Plantilla Ddaplex
Cebadex
Del 118-123 5'-~tegaggatateggegagtga-——=——- asccegttattettbttgge=-3"
Cebbrvirerererrein FPLETLLREDIRLRLLinng
ccaagctcctatageegeteactatctacttgggeaataagaaaaacecgaay
Del 118-123- ggttcgaggatateggegagtgatagatgaacccgttattetttttgackte
smeisoaigicante | NI
[(00153] El polinucledtido de fusidn resultante comprende 1296 bp

y la secuencia se establece inmediatamente adelante:
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AACACGATTATARATGGTGACCGGCGGCATGGCCTCCAAGTGGGATCAAAAGGGCATGGATATCGCTT
ACGAGGAGGCCCTGCTGGGCTACAAGGAGGGCGGCGTGCCTATCGGCGGCTGTCTGATCAACRACAAG
GACGGCAGTGTGCTGGGCAGGGGCCACAACATGAGGTTCCAGAAGGGCTCCGCCACCCTGCACGGCGA
GATCTCCACCCTGGAGAACTGTGGCAGGCTGGAGGGCARGGTGTACARGGACACCACCCTGTACACCA
CCCTGTCCCCTTGTGACATGTGTACCGGCGCTATCATCATGTACGGCATCCCTAGGTGTGTGATCGGE
GAGAACGTGAACTTCAAGTCCARGGGCGAGAAGTACCTGCAAACCAGGGGCCACGAGGTGGTGGTTGT
TGACGATGAGAGGTGTAAGARGCTGATGAAGCAGTTCATCGACGAGAGGCC TCAGGACTGGTTCGAGG
ATATCGGCGAGRACCCGTTATTCTTTFTGGCTTCTCCATTCTTGTACCTTACATATCTTATATATTAT
CCARACAAAGGGTCTTTCGTTAGCARACCTAGAAATCTGCAARAAATGTCTTCGGAACCATTTARGAR
CGTCTACTTGCTACCTCARACARACCAATTGCTGGGTTTGTACACCATCATCAGAARTAAGAATACAR
CTAGACCTGATTTCATTTTCTACTCCGATAGAATCATCAGATTGTTGGT TGAAGAAGGT TTGAACCAT
CTACCTGTGCAAAAGCAAATTGTGGAAACTGACACCAACGAAAACTTCGAAGGTGTCTCATTCATGRG
TARAATCTGTGGTGTTTCCATTGTCAGAGCTGGTGAATCGATGGAGCAAGGATTAAGAGACTGTTGTA
GGTCTGTGCGTATCGGTAAAAT TTTAAT TCAAAGGGACGAGGAGACTGCTTTACCARAGTTATTCTAC
GAAARATTACCAGAGGATATATCTGAAAGGTATGTCTTCCTATTAGACCCAATGCTGGCCACCGETGE
TAGTGCTATCATGGCTACAGAAGTCTTGATTAAGAGAGGTGTTARGCCAGAGAGAATTTACTTCTTAR
ACCTAATCTGTAGTAAGGAAGGGATTGARAAATACCATGCCGCCTTCCCAGAGGTCAGAATTGTTACT
GGTGCCCTCGACAGAGGTCTAGATGAARACAAGTATCTAGT TCCAGGGTTGGGTGACT TTGGTGACAG
ATACTACTGTGTTTAAGCGGCCGCIGCCATAGATAAAATAARAGATTTTATTTAGTCTCCAGAARAAGG
GGGG (SEQ ID NO:38)

(00154] D. Construccidén del gen de fusidén UPRT de ligador CD

(CDopt+3pt- LINK-UPRT [aka CDopt-LINKER-UPRT y CD2-L-UPRT]). Una

construccién de fusidn también se desarrolla mediante clonacién
de un dominie 4 ligador (Ser-Gly-Gly-Gly- GIy) entre y en
estructura con el polipéptido CD y el polipéptido UPRT para
generar una secuencia UPRT de ligador optimizado CD utilizando el
Esquema II como se describe en 2B. Se utilizan los siguientes

cebadores para insertar el ligador.

Nombre de Cebador Secuencia Cebadora (5 a 3') (SEQ ID
No:)

Ins 60nt después 477 5'-
- - - tcggegagtgatecggeggecggecgectoceggeggeggegectoceggeg
gcggcgccteccggeggeggegecaaccogttatt-3' (39)

Ins 60nt después 477-]| 3
- - aataacgggttggcgccgeagecggaggegecgeogecggaggegen

anticodificante
gocgooggaggcgoccgocgooogatcactagooga~3' (40)
Nombre de Cebador Longitud Tm Energia Costo de
(nt.) Duplex a | energia de
68° C mismatches
Ins_60nt_despues_477 82 79.77° ~30.19 83.3%
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C kcal/mol
Ins“60nt_después_477— B2 79.77° -32.31 82.2%
anticedificante C kcal/mol

[00155] La construccidn resultante tiene el tamano: 1356 bp y la

secuencla inmediatamente adelante:

AACACGTGGTGACCGGCGGCATGGCCTCCAAGTGGGATCAAAAGGGCATGGATATCGCTT
ACGAGGAGGCCCTGCTGGGCTACAAGGAGGGCGGCGTGCCTATCGGCEGCTGTCTGATCAACAACAAG
GACGGCAGTGTGCTGCCCAGGGGCCACAACATGAGGTTCCAGAAGGGCTCCGCCACCCTGCACGGCGA
GATCTCCACCCTGGAGAACTGTGGCAGGCTGGAGGGCAAGGTGTACAAGGACACCACCCTGTACACCA
CCCTGTCCCCTTGTGACATGTGTACCGGCGCTATCATCATGTACGGCATCCCTAGGTGTGTGATCGGC
GAGAACGTGAACTTCAAGTCCARGGGCGAGAAGTACCTGCAARCCAGGGGCCACGAGGTGGTGGTTGT
TGACGATGAGAGGTGTAAGAAGCTGATGAAGCAGTTCATCGACGAGAGGCCTCAGGACTGGTTCGAGG
. ATATCGGCGAGTCCGGCGGCEGCECCTCCEGCGECEECGCCTCCGGCEGCGECGCCTCCGGCGEEGEE
GCCAACCCGTTATTCTFTTTGGCTTCTCCATTCTTGTACCTTACATATCTTATATATTATCCARACAR
AGGGTCTTTCGTTAGCARACCTAGAAATCTGCAARARATGTCTTCGGAACCAT TTAAGAACGTCTACT
TGCTACCTCAARCARACCAATTGCTGCGTTTGTACACCATCATCAGAAATARGAATACAACTAGACCT
GATTTCATTTTCTACTCCGATAGARATCATCAGATTGTTGGTTGAAGRAGGTTTGAACCATCTACCTGT
GCAAAAGCARATTGTGGAARCTGACACCAACGAARACT TCGAAGGTGTCTCATTCATGGGTARAATCT
GTGGTGTTTCCATTGT CAGAGC TGGTGAATCGATGGAGCAAGGATTAAGAGAC TGTTGTAGGTCTGTG
CGTATCGGTAAAATTTTAATTCAAAGGGACGAGGAGACTGCTTTACCAAAGTTATTCTACGARAAATT
ACCAGAGGATATATCTGAAAGGTATGTCTTCCTATTAGACCCAATGCTGGCCACCGGTGGTAGTGCTA
TCATGGCTACAGAAGTCTTGAT TAAGAGAGGTGTTAAGCCAGAGAGAATTTACT TCTTARACCTAATC
TGTAGTAAGGAAGGGATTGAARRATACCATGCCGCCTTCCCAGAGGTCAGAATTGT TACTGGTGCCCT
CGACAGAGGTCTAGATGAAAACAAGTATCTAGTTCCAGGGTTGGGTGACTTTGGTGACAGATACTACT
S LA GCCATAGATAAAATAAAAGATT TTATTTAGTCT CCAGARAARGGGGGG
5 (SEQ 1D NO:41)

[00156] E. Construccién de gen de fusidn CD-0OPRT (CDopt+3pt-OPRT

‘. [aka CDopt-OPRT y CD2-CPRT], T5.0004 cuando se inserta dentro del

vector RCR de plésmido pAC3) Una construccidn de fusidn también

10 se desarrolla que comprende un polipéptido CD como se describid
anteriormente ligado a un polipéptido OPRT para generar un CD
optimizado-OPRTasa (dominio funcional humano CD
humanizado+3ptmutacién + OPRTasa) utilizando el Esquema III como

se muestra en la figura 2C.

15

[00157) La construccién resultante comprende un tamafio de 1269 bp

| o

y la secuencia inmediatamente adelante:
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ARCACGATTATAAR TGGTGACCGGCGECATGGCCTCCARGTGGGATCARAAGGGCATGGATATCGCTT
ACGAGGAGGCCCTGCTGGGUTACAAGGAGGGCGGCGTGCCTATCGGCGGCTGTCTGATCAACARCARG
GACGGCAGTGTGCTGGGCAGGGGCCACARCATGAGGTTCCAGAAGGGCTCCGCCACCCTGCACGGCGA
GATCTCCACCCTGGRGAACTGTGGCAGGCTGGAGGGCARGGTGTRCARGGACACCACCCTGTACACCA
CCCTGTCCCCTTGTGACATGTGTACCGGCGCTATCATCATGTACGGCATCCCTAGGTGTGTGATCGGC
GAGAACGTGAACTTCAAGTCCAAGGGCGAGAAGTACCTGCARACCAGGGGCCACGAGGTGGTGGTTGT
TGACGATGAGAGGTGTAAGAAGCTGATGAAGCAGTTCATCGACGAGAGGCC TCAGGACTGGTTCGAGG
ATATCGGCGAGGOGGTCGCTCGTGcaget ttggggecat tggtgacgggtetagtacgacgtgeagget
ttcaagtttggggacttegtgetgaagagegggcttiecteececatctacategatetgeggggeat

cgtgtetegacegegtettetgagtcaggttgeagatattttattceaaactgeccasaatgecaggea
tcagttttgacacegtgtgtggagtgecttatacagetttgecattggetacagttatetgttecaace
aatcaaattccaatgettattagaaggaaagaaacaaaggattatggaactaagegtettgtagaagy
aactattaatccaggagaaacectgtttaatcattgaagatgttgtecaccagtggatetagtgttttgy
aaactgttgaggttcttcagaaggagggettgaaggcactgatgecatagtgetattyggacagagayg
cagggaggcaaggacaagttgcaggegcacgggatcegectecactcagtgtgtacattgtccaaaat
gctggagattcectecgagcagecagaaaaaagttgatgectgagacagttgggagagtgaagaggtttatte
aggagaatgtctttgtggcagegaatcataatggttctooccctttctataaaggaagecacccanagaa
ctcaGCTTCGGTECACSTGCAGAGCTGCCCAGGATCCACCCAGTTGCATCGAAGTAR GCC
ATAGATAAAATAAAAGATTTTATTTAGTCTCCAGAAAAAGHGGRGG (SEQ ID NO:42)

[00158] F. Construccidén del gen de fusidén CD-ligader-OPRT

{CDopt+3pt- LINK-OPRT, [aka CDopt-LINKER-OPRT y CD2-L-QPRT],

T5.0005 en el vector RCR de plésmido pAC3) Una construccién de

fusién también se desarrolla mediante clonacién de un dominio
ligador (Ser-Gly-Gly-Gly-Gly) 4) entre y en estructura con el
polipéptido CD y el polipéptido OPRT para generar una secuencia
CD optimizada-ligador-OPRT wutilizando el Esquema IV como se

nuestra en la figura 2D.

[00159] La construccidén resultante comprende un tamafio de 1329 bp

y la secuencia inmediatamente adelante:
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AACACGATTATARATGGTGACCGGCGGCATGECCTCCARGTGGGATCARARGGGCATGGATATCGCTT
ACGAGGAGGCCCTGCTGGGCTACAAGGAGGGCGGCGTGCCTATCGGCGGCTETCTGATCARCAACAAG
GACGGCAGTGTGCTGGGCAGGEGCCACARCATGAGG TTCCAGARGGGCTCCGCCACCCTGCACGGCEA
GATCTCCACCCTGGAGAACTGTGECAGGCTGGAGGGCARGGTGTACAAGGACACCACCCTSTACACCA
CCCTGTCCCCTTGTGACATGTGTACCGGCGCTATCATCATGTACGGCATCCCTAGGTGTGTGATCGGC
GAGAACGTGAACTTCAAGTCCAAGGGCGACARGTACCTGCAAACCAGGGGCCACGAGGTGGTGETTGT
TGACGATGAGAGGTGTAAGAAGCTGATGRAGCAGT TCATCGACGAGAGGCCTCAGGACTGGTTCGAGG
ATATCGGCGAGTCCGGCEGCGECECCTCCGECGGCEGCGCCTCCGGCEGLGGCGCCTCCEECGECGGE
GCCGCGGTCGLTCGTGoagetbtgggaccattggtgacygggtctgtacgacgtgcaggetitcaagtt
tggggacttegtgctgaagagegggctttecteccecatctacategatetgeggggcategtbgtete
gaccgegtcttectgagtecaggttgeagatattttattecaaactgcoccaaaatgeaggcatcagtttt
gacaccgtgtgtggagtgecttatacagetttgecattggetacagttatctgttcaaccaatcaaat
tocaatgecttattagaaggaaagaaacaaaggattatggaactaagegtettgtagaaggaacratta
atccaggagaaacctgtttaatcattgaagatgttgtcaccagtggatetagtgtitttggaaactgtt
gaggttcttcagaaggagggettgaaggtcactgatgecatagtgetgttggacagagageagyggagy
caaggacaagtrgcaggogeacgggateccgectecactcagtgtgtacattgtccaaaatgetygygaga
ttctogageagcagaaaaaagttgatgotygagacagttgggagagtgaagaggrttaticaggagaat
gtctttatggecagegaatecataatggttcteoccttictataaaggaaqeacccaaaygaactcaGlTT
CGGTGCACGTGCAGAGCTGCCCAGGATCCACCCAGT TGCATCGARGTANGCGGCCGOGCCATAGRTAR
AATAAAAGATTTTATTTAGTCTCCAGAAAARGGGGGG. (SEQ ID NO:43)

Ejemplo 2 Productor de Vector Infeccioso

Se puede producir el vector en un numero de formas, pero la etapa
de cebador es para introducir el vector de ADN de plésmido dentro
de las células para permitir la produccién de las particulas
infecciosas, que se pueden cosechar del sobrenadante celular. Una
vez se han generado particulas infecciosas se pueden implementar
otros métodos de produccién por aguellos expertos en la técnica.
Se generan particulas de vector mediante transfeccidn transitoria
de las c¢élulas 293T (Pear et al. Proc Natl Acad Sci U S A.
90:8392~-8396 1993}. .Las células 293T se descongelan y se ponen
dentro del cultivo, luego se pasa dos veces en matraces T-75 que
contienen 15 mL del medio DMEM que se prepara al mezclar medio
Alto.en Glucosa DMEM (Hyclone# 30081, 500 mL) con FBS (Hyclone*
SH30070, 50 mL), L-Glutamina (Cellgro* 25-005-CI, 5 mL), NEAA
(Hyclone #SH30238, 5 mlL), y Penicilina-strep (Cellgro# 30-002-CI,
5 mL)}. Los matraces se incuban a 37 C y 5% de CO;. Después se

siembra 3 células de pasaje en 6 T-25's, cada una contiene 5 mL

1
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del medio, en una densidad celular 1.8 x 10° células/T-25 (o 7.2
X 10 células/cm). Un dia después de sembrar el T-25's, las
células se transfectan con el plasmido T5.000Z que exXpresa el
vector virico utilizando el Eguipo de Transfeccidén de Fosfato de
Calcio de Promega (Cat# E1200). Dieciocho horas después de la
transfeccidn, el medio es uno establecido de los matraces {3
matraces cada conjunteo) se reemplazan con medio fresce que
contiene 10 mM nd de NaB. El medio en el 2 conjunto de los
matraces noe se reemplaza, que sirve como un control (cerxc NaB).
Ccho horas post-tratamientc NaB, el medio en todos los matraces
se reemplazan con medio fresco que no contiene NaB. La expresidn
se le permite continuar para ambos conjuntos de matraces hasta el
siguiente dia (22 horas de duracién). Los sobrenadantes de ambos
conjuntos de matraces se cosechan y se evalian para sus titulos
mediante gPCR expresado en las Unidades de Transduccién (TU) /ml

{ver ejemplo 3).

Los resultades del titulo se muestran en la siguiente tabla.

Condicidn Primer titulo Segundo titulo
(después de
almacenamiento a -

80° C durante 68

dias)
"Sin NaB 1.5 {£0.05) = 106i{l1l.2 (x0.2} =x 106
TU/mL TU/mL
10 mM de NaB 1.4 {+0.3) =x 106|7.0 ({(£0.14) x 105
TU/mL TU/mL
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Se producen preparaciones de vector posteriores en esta forma,
sin butirato de sodio. Los otros plasmidos de vector se han
utilizado en la misma forma para generar las preparaciones de
vector con titulos entre 10eS5 TU/ml y 10e7 TU/ml. Tal material se
puede purificar adicionalmente y se concentra, si se desea, como
se describe adelante y se ve también: US 5792643; T. Rodriguez et
al. J Gene Med 9:233 2007; Aplicacién Estadounidense 61218063. En
ciertas realizaciones de la descripcidn se calcula la
dosificacidén mediante gramos de peso del cerebro. En tales
realizacionews, la dosificacién de un vector retrovirico de
replicacién competente de la descripcidn util en los métodos para
el tratamiento puede variar de 10 a 10 TU por gramo de peso de

cerebro.

Ejemplo 3 Ensayo de titulacién PCR cuantitativo

[00247] La concentracién de vector funcional, ¢ titulio, se
determina utilizando un método con base en PCR cuantitativo
(gPCR). En este método, el vector se titula al infectar una
estirpe celular anfitricona transducible (por ejemplo células de
carcinoma prostatico humano PC-3, ATCC Cat# CRL-1435) con un
volumen estandar del vector y se mide la cantidad resultante del
provirus presente dentro de las células anfitrionas después de
transduccién. Las células y el vector se incuban bajo condicidn
de cultivo estandar (37 °C, 5% de C02) durante 24 hr para
permitir completar la infeccidén antes de la adicién del AZT anti-
retrovirico para detener la replicacidén del vector. Luego, las

células se cosechan del plato de cultivo y el ADN gendmico (gADN)
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se purifica utilizando un equipo de Purificacidédn gADN Invitrogen
Purelink y se eluye de la columna de purificacidén con agua RNasa-
/DNasa~-agua libre estéril. La relacidn de absorbancia A260/A280
se mide en un espectrofotémetro para determinar la concentracidn
y pureza relativa de la muestra. Las concentraciones de gADN se
normalizan con RNasa-/DNasa-agua libre adicional en la
concentracion inferior de cualquier conjuntc de preparaciones de
gADN de tal manera que el ADN de entrada para el gPCR es
constante para todas las muestras analizadas. La pureza de ADN
gendmica se evalla adicionalmente mediante electrofdresis de una
alicuota de cada muestra en un bromuro de etidioc tefiido con 0.8%
de gel de agarosa. Si la muestra pasa un rangce de absorbancia
A260/A280 de 1.8-2.0 y muestra una banda uUnica de gADN, entonces
la muestra estd lista para andlisis QPCR del numero de copia de
provirus del vector. Utilizando cebadores que interrogan la
regién LTR del provirus (el ADN de vector transcrito inverso y el
ADN vector que se integra dentro del gADN anfitridn), se
desarrolia gPCR para estimar el nUmero total de eventos de
transduccidédn que ocurren cuando el volumen conocido del vector se
utiliza para transducir el numero conocido de células. El nimerc
de eventos de transduccidén por reaccidédn se calcula de una curva
estandar que utiliza un plasmidec que lleva objetive del numero de
copia conocido que es serial diluide de 1E7 a IEl copias y medido
bajo condiciones gPCR idénticas como las muestras. Se utilizan
muchos equivalentes gendmicos como se conocen para cada reacciédn
gPCR (a partir de la concentracidén previamente determinada) vy
comec muchos eventos de transduccidén gue ocurren por reacciédn,

determinamos el numero total de eventos de transduccidn que

|1
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ocurren con base en el numero total de células gue estén
presentes en el momento de transduccién. Este valor es el titulo
del vector después de dilucién dentro del medio que contiene las
células durante la transduccién inicial. Para calcular el valor
5 de titulo correcto, la dilucién se corrige al multiplicar por el
volumen de cultivo y el volumen de titulo dividido por el volumen
de titulo. Estos experimentos se desarrollan en cultivos de
replicado y se analizan mediante gPCR utilizando mediciones de
triplicados para cada condicidén para determinar un titulo
10 promedio y con su desviacidn estandar asociada y coeficiente de

varianza.

Ejemplo 4 Niveles de expresidédn medidos por Western Blot

15 [00160] La figura 3 demuestra gue se cbservan altos niveles del
codén humano optimizado con las tres mutacliones para mayor
estabilidad comparado con proteina yCD tipo natural en un
anidlisis Western Dblot de células U~87 infectadas con virus gue
codifica los genes desaminasa citosina tipo natural (ACE-yCD) o

20 completamente optimizados (AC3-yCD2).
Ejemplo 5 Estabilidad genética de vectores viricos.

[00161] Se reconoce que después de la trascripcidén inversa y el
25 primer evento de integracién dentro de las células tratadas, el
provirus de ADN y cualqguier retrovirus progenie posterior tiene

una estructura LTR convencional de MLV al final. Esta

1S
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configuracién se ha mostrado gue es estable después de ciclos

miltiples de infeccién (Ver figura 4 adelante).

[00162] Aproximadamente 10% células naive U-87 se infectan
inicialmente con el vector virico en un MOI de 0.0l1, y se hacen
crecer hasta que se infectan completamente para completar un
tnico ciclo de infeccidén. El1 sobrenadante luego se repasa dentro
de las células no infectadas y se repite el cicle. La estabilidad
gendémica de la secuencia yCD2 se evalia mediante amplificaciédn
PCR del provirus integrado de las células infectadas utilizando
cebadores especificos MLV que flanquean el sitio de insercién de
transgen. Para cada conjuntc de infecciones, la amplificacidén del
plasmido vector (pAC3-yCD2 y el vector pACE-CD de Kasahara et
al.) también se desarrclla to track el tamafio de amplicén de
longitud completa en el gel. La apariencia de cualesquier bandas
mé&s pequerias que el amplicén de longitud completa sera un
indicador de inestabilidad del vector. Tales experimentos
demuestran que un vector de la descripcidn (T5.0002 - que
comprende el vector modificado y el polinucledtido heterdlogo
Chopt+3pt (CD2) mantiene estabilidad para mas pasajes que pACE-CD
o T5.007 ambos de los cuales llevan a cabo la levadura tipo

natural.

Ejemplo 6 Experimentos de Muerte Celular

[00163] En los experimentos de cultivo celular in-vitre, los
experimentos demuestran gue la desaminasa citosina en las células

que expresan la proteina yCD2 es por lo menos tan activa como

[16
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aguella de las células que expresan la proteina yCD tipo natural,
al desarrollar titulaciones 5-FC en 1las células de rata RG2
(figura 5A) o células U-87 (figura 5B) infectadas con el virus
hecho de pAC3-yCD2/T5.0002) ([AC3-yCD2 (V}] de pAC3-yCD/T5.0007
[AC3-yCD(V)] o los otros vectcores. En resumen, para las células
U-87, 5 dias post-infeccidén en una multiplicidad de infeccidn de
0.1 (es decir 100% infectado} con el vector AC3-yCD (CD tipo
natural} o el vector AC3-yCD2 (termoestabilizado & optimizado por
codén) se someten a cantidades incrementadas de 5-FC o 0.1 mM de
5-FU como un control positivo durante 8 dias. En el dia 8 de
tratamiento 5-FC, se evaluan los cultives celulares para
viabilidad utilizando un ensayo MTS (Promega CellTiter 96 AQUEOUS
Un Ensayo de Proliferacién de Solucidn). Los datos muestran
muerte comparable entre los dos vectores retroviricos en dosis
incrementadas de tratamiento 5-FC. Los cultivos RGZ se tratan de
forma similar y también muestran si cualguier cosa cambia
ligeramente en la curva de muerte hacia baja concentracidn de 5-
FC para el virus del ensayo de expresién T5.0002CD. Se translucen
células U887 en una multiplicidad de infeccidén (MOI) de 0.1,
cultivado durante 5 dias para permitir rociado virico inicial vy
se cosechan células del dia 5 de post-transduccién. Las células
luego se recolectan mediante centrifugacién a 800 x g durante 5
min. El sobrenadante se aspira lejos del gldébulo celular y se
lava con 5 mL de solucién salina amortigﬁada con fosfato (PBS) vy
de nuevo se centrifuga a 800 x g durante 5 min. El1 gldébulo
celular resultante se toma en 1.5 mL de PBS, se resuspende
mediante el pesaje a través de a pipette tip y se coloca en un

congelador a -20C. Las células se lisan mediante un método de

N4
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congelado/descongelado. A las células previamente resuspendidas
se les permite descongelar a temperatura ambiente, se pasa a
través de a pipette tip, se mezcla con céctel de inhibidor de
proteasa y de nueve se vuelve a congelar a -20C. Previamente al
ensayo de enzima, la muestra se descongela de nuevo a temperatura
armbiente y se pasa a través de a pipette tip. La suspensidn luego
se centrifuga a 14,000 rpm en una centrifuga de mesa durante 5
min. El sobrenadante se decanta lejos del gldébulc y se coloca en
un tubo eppendorf fresco y se coloca en hielo. La actividad de 1la

enzima yCD se evalta al utilizar un ensayo HPLC.

[00164] Se desarrolla ensayo HPLC en una unidad Shimadzu LC20AT
conectada en serie con un detector de fotoarreglo y autoinyector.
La fase sélida es una cclumna Hypersil BDS C18 HPLC con un tamafio
de esfera de 5 um y dimensiones de columna de 4.0 x 250 mm. La
fase mévil es 50 mM de fosfato de amonio, pH 2.1, gque contiene
0.01% de perclorato terc-butilamonio y 5% de metanol; el sistema
se equilibra a 22 C. Todos los reactivos son grado ACS y los
disolventes son grado HPLC. Se hace una mezcla de reaccién que
consiste de 800 puL con una concentracién final de 0.125 mg/mL SFC
(1 mM) en PBS y se colcoca en un frasco de automuestreo de 1.5 mL.
La reaccidén luego se inicia al agregar 200ul de cada lisato
celular. Se colocan frascos de reaaccidn/automuestreo en el
automuestreador y se inyecta 5Sul de la mezcla de reaccidén. Los
puntos de tiempo se toman periddicamente by retrieving una
alicuota de 5 ul de cada frasco de reaccidén y se analiza en la
columna HPLC. Los indices de conversidén de 5FC a 5FU se calculan

al comparar las areas pico con cantidades conocidas de una curva
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estandar generada previamente de 5FU. El indice de conversién 5FC
a 5FU se deriva al graficar la cantidad de 5FU (en nmol) generada
contra su intervalo de tiempo correspondiente. La concentracidn
de la proteina para la muestra celular se deriva y la Actividad
Especifica de las muestras de lisato celular se calcula al
dividir el indice de conversidén (nmcl/min) mediante la cantidad
de proteina utilizada en el ensayc en mg. La figura 6 muestra la
actividad especifica de varios vectores después de 5 dias en
transduccién en un MOI de 0.1. Los datos demuestran que pACE-yCD
(T5.0000) < pAC3-yCDl (T5.0001) <pAC3-CD2 (T5.0002) en términos
de la actividad especifica de desaminasa citosina in en células

de cultivo de tejido.

Ejemplo 7. Los tumores tratados con el gen CD completamente

modificado (yCD2) se eliminan mads eficientemente que el tumorx

tratado con el gen CD de levadura no modificada, y no recurre

(PR-01-08-001}) .

[00165] Para determinar que construccidén de vector surge para el
vector mas efectivo en un modelo de xencoinjerto de raté4n/humanc
subcutdneo. Se evaluan tres construcciones diferentes: T5.0001
(CD parcialmente modificado); T5.0007 (gen CD de levadura no
modificado); T5.0002 (gen yCD2 completamente modificado). EI
crecimiento del tumor, la supervivencia y la regresidén del tumor
se evalua por post-administracién de profarmaco 5-FC en un modelo
subcutdneo de glioma humano (U87) en ratones inmunodeficientes.

Se evaltan dos concentraciones diferentes 5-FC para determinar

[
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una respuesta de dosis entre 5-FC y las construcciones de tumor-

vector.

{00166] se estudia un total de 12 grupos que consisten de 9-11
ratones hembra por grupo. Tedos los ratones experimentan
implantacién de flank dorsal derecho en el Dia 0 con: una mezcla
de 98% de una estirpe celular de tumor U-87 no infectada y una
mezcla de 2% mixture de una estirpe celular U-87 gue se ha
infectado con una de las tres construcciones de vector TOCA 511,
T5.0002, T5.0001, T5.0007; o una estirpe celular de control no
infectado U-87 (100%). Los ratones se inoculan con 2x10e6
células/ratén. Los ratones en los grupos 1-3 tienen células U87
no infectadas, los grupos 4-6 tienen mezclas de células UB87 que
contienen los grupos transducidos T5.0002 U87, los grupos 7-9
tienen mezclas de célula U87 que contienen transducide con
T5.0001, y 1los grupos 10-12 tienen mezcla de célula UB7 que
contiene transducido con T5.0007. A los tumores se les permite
crecer durante 6 dias, hasta qgue el tamaric del tumor es
aproximadamente 100mm®, Cada grupo de dosis de vector de los
ratones se aleatoriza para recibir una de las dos dosis de 5-FC
{200 o 500 mg/kg/dia), se administra como una inyeccidédn IP uUnica,
empezandc en el Dia 6, o no 5-FC. La administracién 5-FC continuia
diariamente durante 28 dias consecutivos. Los ratones dgue
sobreviven después del dia 29 se evaluan para el tamafico de tumor
y luego se sacrifican en varios dias c¢on tumores, si estén
presentes, se extraen para analisis. En el dia 29, los ratones
del grupo 4-12 se wvuelven a aleatorizar y los ratones se

subdividen en 2 subgrupos (continta en S5-FC para monitorear la
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regresién del tumor o discontinda el tratamiento 5-FC para

monitorear el recrecimiento del tumer).

Resultados: Los tumores tratados con TS5.0002, T5.0000 y T5.0007
demuestran todos regresién de tumor para no detectabilidad en 200
y 500 mg/kg dosis en el dia 29. Todos los animales tratados
T5.0002 no reforman los tumores cuando se discontinua el
tratamiento 5FC, fuera de 39 dias. En contraste algunos tumores
tratados con T5.0001 vy T5.0007 recurren mediante el puntc de

tiempo del dia 39. El experimento se termina en el dia 389.

Conclusién: E1 T5.0002 mids 5-FC es una terapia antitumor mas

efectiva gue T5.0001 o T5.0007 mas 5-FC.

(00167} Se ha descritec un namero de realizaciones de la
descripcién. No obstante, se entenderd gue se pueden hacer varias
modificaciones sin apartarse del espiritu y alcance de la
descripcidén. De acuerdo con lo anterior, otras realizaciones

estén dentro del alcance de las sigulentes reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES
LO QUE SE REIVINDICA ES:
5 1. Un polinucledtido aislado que comprende:

un polinucledétido optimizado de coddn humano que
codifica un polipéptido de la SEQ ID NO:4, en donde el
polipéptide comprende actividad desaminasa citosina

10 (CD) .

2. El polinucleétido aislado de la reivindicacidén 1, en donde
el polinucledtido comprende una secuencia como se establece
en la SEQ ID NO: 3 y que comprende 1-50 mutaciones

15 inactivas.

3. El polinucledtido aislado de la reivindicacién 1 o 2, en

donde el polinucledtido comprende la SEQ ID NO: 3.

20 4. El polinucledétido aislado de la reivindicacidédn 1, gque
comprende adicionalmente un polinucledétido UPRT OPRT que
codifica un polipéptido que tiene actividad UPRT o OPRT

ligada operablemente al polipéptido que tiene actividad CD.

25 5. El polinucleétido aislado de la reivindicacidén 4, en donde

el polinucledétido UPRT OPRT es el coddn optimizado.

LY
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El polinucleétido aislado de la reivindicacién 4, en donde
el polinucledtido UPRT OPRT se separa del polinucledétido que
codifica el polipéptido que tiene actividad CD mediante un

ligador.
Un polinucledtido aislado gue comprende:

una primera secuencia codificante que codifica un

polipéptido gue tiene actividad desaminasa citesina; y

una segunda secuencia codificante gque <codifica un
polipéptido que tiene actividad URPT o OPRT, en donde
la primera secuencia codificante se liga operablemente

a la segunda secuencia codificante.

El polinucledtido aislado de la reivindicacidén 7, en donde
la primera y la segunda secuencias codificantes se separan

mediante una secuencia que cecdifica un ligader de péptido.

El peolinucledtido aislado de la reivindicacidédn 7, en donde
el polinucledtide codifica un polipéptido que comprende una

secuencia comno se establece en la SEQ ID N0:12, 14, o 16.

Un polipéptidc sustancialmente purificado producido por la
expresién del polinucleédtido de la reivindicacidon 1, 2, 4 o

7.

(12
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Un vector que comprende un

reivindicacidn 1, 2, 4 o 7.

FEl wvector de la reivindicacidén 11,

plasmido.

El vector de la reivindicacién 11,

vector de expresidn.

El wvector de 1la reivindicaciédn

comprende un vector virico.

El vector de la reivindicacidén 14,

polinucledtido de la

en donde el vector es un

en donde el wvector es un

11, en

donde el vector

en donde el vector virico

comprende un retrovirus de replicacidn competente.

Una c¢élula anfitriona que

reivindicacidén 12, 13, 14, o 15.

contiene el

vector de la

Una célula anfitriona que comprende un polinucledétido de la

reivindicacidén 1, 4 o 7.

La célula anfitriona de la reivindicacién 17,

en donde la

célula anfitriona comprende una célula humana.

La célula zanfitriona de la reivindicacién 18,

ceélula anfitricna comprende una

trastorno proliferativo de la célula.

célula

en donde la

que comprende un

1L
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La célula anfitriona de la reivindicacién 17, en donde la
célula anfitriona comprende una célula humana establemente

transformada.

La célula anfitriona de la reivindicacidén 20, en donde la
célula anfitriona comprende un trastorno proliferativo de la

célula.

La célula anfitriona de la reivindicacidn 19 o 21, en donde

la célula anfitriona comprende glioblastoma multiforme.

La célula anfitriona de la reivindicacién 17, en donde 1la

célula anfitriona se transforma in vivo.

Un retrovirus competente de replicacién zrecombinante (RCR)

que comprende:

una proteina GAG retrovirica;

una proteina POL retrovirica;

una envoltura retrovirica:;

un polinucledtido retrovirico que comprende Secuencias (LTR)
de Repeticidén de Terminal Large en el extremo 3’ de la
secuencia de polinucleédtido retrovirica, wuna secuencia
promotora en el extremo 5’ de el polinucleétido retrovirico,

dicho promotor es adecuvado para la expresién en una célula

fliL
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de mamifero, un dominio de &cido nucleico gag, un dominio de

dcido nucleico pol y un dominio de adcido nucleico env;

un casete que comprende un sitio interno de entrada al
ribosoma (IRES) ligado operablemente a un acido nucleico
heterdlogo que comprende un polinucledtido de la
reivindicacién 1, en donde el casete se posiciona 5' en el
3'" LTR yv 3' en el dominio de &cido nucleico env que codifica

la envoltura retrovirica; vy

las secuencias que actuan cis necesarias para trascripcidn

inversa, empaque e integracidén en una célula objetivo.

El retrovirus de la reivindicacién 24, en donde la secuencia
de polinucledtido retroviriceo se deriva de virus de leucemia
de murino (MLV), Virus de leucemia de murino de Moloney
(MoMLV), Virus de leucemia felina o Virus de leucemia de

monc Gibbon (GALV).

El retrovirus de la reivindicacidén 24 o 25, en donde el MLV

es un MLV anfotréfice.

El retreovirus de la reilivindicacidén 24, en donde el

retrovirus es un retrovirus gama.

ElI retrovirus de la reivindicacidén 24, en donde la célula

objetivo es una célula que tiene un trastorno proliferativo

de la célula. \’ZIMD
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El retrovirus de la reivindicacidén 24, en donde la célula

objetivo es una célula neoplasica.

El retrovirus de la reivindicacién 28, en donde el trastorno
proliferativo de la célula se selecciona del grupo due
consiste de céancer de pulmén, cancer de colon-recto, cancer
de mama, cancer de probstata, cancer del tracte urinario,
cédncer uterino, cancer de cerebro, cancer de cabeza vy
cuello, cancer pancreatico, melanoma, cancer de estomago vy
cdncer de ovaric, artritis reumatcide u otras enfermedades

autoinmunes.

El retrovirus de la reivindicacidén 24, en donde la secuencia

promotora se asocia con un gen regulador del crecimiento.

El retrovirus de acuerdo con la reivindicacidn 24, en donde
la secuencia promotora comprende una secuencia promotora

especifica de teijido.

El retrovirus de acuerdo con la reivindicacién 32, en donde
la secuencia promotora especifica de tejido comprende por lo

menos un elemento de respuesta a andrdgeno (ARE).

El retrovirus de acuerdo con la reivindicacidédn 33, en donde

el elemento de respuesta a andrbdgeno se deriva del promctor

probasina.

LA
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El retrovirus de acuerdo con la reivindicacidén 32, en donde
la secuencia promotora especifica de tejido comprende un

promotor probasina.

El retrovirus de acuerdo con la reivindicacioén 24, en donde
el promotor comprende un promotor CMV que tiene una
secuencia como se establece en la SEQ ID NO: 19, 20, o 22 a
partir del nucledétido 1 a cerca del nucledtido 582 y puede
incluir la modificacién en una o mas bases de acido nucleico

y que es capaz de dirigir e iniciar la trascripcidn

El retrovirus de la reivindicacidén 24, en donde el promotor
comprende una secuencia como se establece en la SEQ ID NO:
19 ¢ 20 a partir del nucledétide 1 a cerca del nucledtido

582.

El retrovirus de la reivindicacién 24, en donde el promotor

comprende un polinucledétido de dominio CMV-R-U5.

El retrovirus de la reivindicacidédn 38, en donde el dominio
CMV-R-U5 comprende el promoteor inmediatamente temprano del

citomegalovirus humano ligado a una regidn MLV R-U5.

E} retrovirus de la reivindicacidén 39, en donde el
polinucledétido de dominio CMV-R-U5 comprende una secueéencia
como se establece en la SEQ ID NO: 19, 20, o 22 desde cerca
del nucleétido 1 a «cerca del nucledtido 1202 c¢ las

secuencias gque son por lo menos 95% idénticas a una

12
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secuencia como se establece en la SEQ ID NO: 19, 20, o 22,
en donde el polinucledétido promueve la trascripcidén de una

molécula de Aacido nucleico ligada operablemente a esta.

El retrovirus de la reivindicacién 24, en donde the gag del

polinucledtido se deriva de un retrovirus gama.

El retrovirus de la reivindicacién 41, en donde el dominio
de 4cido nucleico gag comprende una secuencia desde cerca
del nucleétido numero 1203 a cerca del nucledtido 2819 de la
SEQ ID NO: 19 o una secuencia gue tiene por lo menos 95%,

98%, 99% o 99.8% de identidad de esta.

El retrovirus de la reivindicacién 24, en donde el deminio

pol del polinucledtido se deriva de un retrovirus gama.

El retrovirus de la reivindicacidén 43, en donde el dominio
pol comprende una secuencia desde cerca del nucledtido
numero 2820 a cerca del nucledtido 6358 de la SEQ ID NO: 19
0 una secuencia gue tiene por lo menos 95%, 98%, 99% o 99.9%

de identidad de esta.

El retrovirus de la reivindicacién 24, en donde el dominio
env comprende una secuencia desde cerca del nucledtido
nimero 6359 a cerca del nucledtido 8323 de la SEQ ID NO:19 o
una secuencia que tiene por lo menos 95%, 98%, 99% o 99.8%

de identidad de esta.

1A
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El retrovirus de la reivindicacién 24, en donde 1 IRES se

deriva de un virus de encefalomiccarditis.

El retrovirus de la reivindicacidon 46, en donde el IRES
comprende una secuencia desde cerca del nucledtido numero
B327 a cerca del nucledtido 88B76 de la SEQ ID NO0:19 o una
secuencia gue tiene por lo menos 95%, 98%, o 99% de

identidad de esta.

El retrovirus de la reivindicacidn 24, en donde el &cido
nucleico heterdlogo comprende un polinucleétido que tiene
una secuencia como se establece en la SEQ ID NO:3, 5, 11,

13, 15 o 17.

El retrovirus de la reivindicacidén 24, en donde el Aacido
nucleico heterdlogo codifica un polipéptido que comprende

una secuencia como se establece en la SEQ ID NO:4.

El retrovirus de 1la reivindicacién 24, en donde el Acido
nucleico heterdlecgo es coddédn humano optimizado y codifica un

polipéptide como se establece en la SEQ ID NO: 4.

El retrovirus de la reivindicacidén 24, en donde el A&cidoe
nucleico  heterdlogo comprende  una secuencia como se
establece en la SEQ ID NO: 19 desde cerca del nucledtido

numero 8877 a cerca de 9353,
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El retrovirus de la reivindicacidn 51, en donde el LTR 3’ se

deriva de un retrovirus gama.

El retrovirus de la reivindicacidén 52, en donde el LTR 3

comprende un dominio U3-R-U5.

El retrovirus de la reivindicacién 52, en donde el LTR 3’
comprende una secuencia como se establece en la SEQ ID NO:
19 desde cerca del nucledtido 9405 a cerca de 9998 o una
secuencia que es por lo menos 95%, 98% o 99.5% idénticas a

esta.

El retrovirus de la reivindicacidén 24, en donde el
polinucledétido retrovirico comprende una secuencia como se
establece en la SEQ ID NO: 19, 20, o 22.

Un polinucledétido aislado que comprende de 5' a 3':

una fusién CMV-R-U5 del promotor inmediato temprano del

citomegalovirus humano con una regidn MLV R-U5;

un PBS, el sitio de unidn de cebador para transcriptasa

inversa;
un sitio de divisién 57;

seflal de empague WU; | )’1 \
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una secuencia codificante gag para el antigeno especifico

del grupo MLV:

una secuencia codificante pol para 1la poliproteina de

polimerasa MLV;
un sitio de divisién 3';

una secuencia codificante env 4070A para 1la proteina de

envoltura de la cepa MLV 407 OA;

un sitio interno de entrada al ribosoma {(IRES) del wvirus de

encefalomiocarditis;

una secuencia codificante desaminasa citosina modificada;

un tracto polipurina; vy

una repeticién de terminal largo U3-R-U5 MLV.

El polinucledtido de la reivindicacidn 56, en donde el
polinucledtido retrovirico comprende una secuencia como se
establece en la SEQ ID NO: 19, 20, o 22.

El pelinucledétido de la reivindicacidén 56, en donde la

secuencia de polinucledtido retrovirico se deriva de virus

de leucemia de murino (MLV), Virus de leucemia de murino de

)3V
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63.

64.

65.
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Moloney (MoMLV), Virus de leucemia felina o Virus de

leucemia de mono Gibbon {GALV).

El polinucledtido de la reivindicacioén 58, en donde el MoMLV

es un MoMLV amfotrdfico.

Un método para tratar un sujeto con un trastorno
proliferativo de la célula gue comprende poner en contacto
el sujeto con un polinucleétido de la reivindicacidén 1, 7 o
56 bajo condiciones de tal manera que el polinucledtido se
expresa y se pone en contacto el sujeto con 55—

fluorocitosina.

El método de la reivindicacidn 60, en donde el

polinucleétido se integra dentro de la célula del sujeto.

El métodao de la reivindicacién 60, en donce el

polinucledétido se suministra mediante un vector retrovirico.

El método de la reivindicacién 62, en donde el vector
retrovirico comprende una secuencia como se establece en la

SEQ ID NO: 19, 20, o 2Z.

El métcdoe de la reivindicacidén 60, en donde el trastorno

proliferativo de la célula es glioblasoma multiforme.

El método de la reivindicacién 60, en donde el trastorno

proliferative de la célula se selecciona del grupo dgque
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consiste de cancer de pulmdén, cancer de colon-recto, cancer
de mama, cancer de prédstata, cancer del tracto urinario,
cdncer uterino, cancer de cerebro, cancer de cabeza vy
cuello, céncer pancreidtico, melanoma, cancer de estdmago y
cdncer de ovario, artritis reumatoide u otras enfermedades

autoinmunes.

Un método para tratar un trastorno proliferativo de la
célula en un sujeto que comprende poner en contacto el
sujeto con un retrovirus de la reivindicacién 24, y poner en

contacto el sujeto con 5-fluorocitosina.

El métocdo de la reivindicacién 66, en donde el J4cido
nucleico heterélogo codifica un polipéptide que comprende
una secuencia ccomo se establece en la SEQ ID NO: 4, 12, 14,

16, o 18.

Bl método de la reivindicacidn 66, en donde el
polinucleétido retrovirico comprende una secuencia como se

establece en la SEQ ID NO: 19, 20, o 22.
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COMGACTCOC O TEMU TS AR CTRGSGA GETCAGHTCASaRGCCCOM TR CAGEATRAOC CARAGEC
R TR TR G AL TOGA CCARCAC RO L DBCOTRARKTCORGSH LU TRASTEAT
RTINS RAGAAGO B TR TSGR A G AT RN ACATCTRACTACIGATRA
AR TITC OO T AR TR O T FOT G RGO GAGATT T TCACTRMC TRRBACC OO
R TCCAC T GAGRATCARGAGL CoRG TR OO AL AR OGS AL L TGLARGTS PRCRCCC TR PATAGHASA TS
ARG TR KA G SO AR BT AA TO T T FAGO R CACA TG C TGP TGA ST T RS EAGHCCTEE
R RGO CA TSR T AT TCEC AU TOCTY R AT AR CHC TRAA RS RRCC I TACOL G RGCTATh
AT AT ARG AR 50 EAT RS OO A A TACACHGACTS TROBACACORARTAC X BT

A LD PO A O TG TR, LT AR R RSN T b SGATT TR L TS TCEAGBAR TG
AR A ARG TG CATOCA L LS N0 AL LT TACA N ECTE AR T ERCCEIO0EE
TR AT T T P S G000 T T 1 CRACAS TOSATCLCACASTC AT T FILGOCT TS,
A TOTHBAA A G FGCGAR T T RGO ACAR TSR UG CAGACTCOCACAG R TTECARARICAG TUCACRT:
O IO OOA IO ARG O TR G GACT RGO AT AR TR ST TR ASTACGTGRATRL
RSO TR oA T GhC PG A CRAGTTACI SO0 ST TA AR CCCTASC R T BTATE
B TG AR A TGO CA G AT A T BT R TARAA GRS GETC AGAGAREES
CACTG G CAGRAR M GR TS T GRIREACAECC TR OO GRAGACT Lo BACARCTRAGGANGT TOCTRGGRNTSEC
BT N T TGaAR, L SET Yo AGA A TGRMCR O CTT STACEC SO T ACCARARS SEGRACT TG ESA

AT T HGACERAC ARG CTA TOAR B ARTCRAGTAAGC SCT T TARC TOC UL CAGUSCTB 06T TOCL AGATYT

B TR T A A, TR T AG TG TG00 0B LY TR TACBGAPROTA AR ST TG
T oA AT A SRR R T AR T R T GR BAR D A AT A T TR L S A A TRERGCACTEAST|
R AR COCSR S B 6, S IO RS CL BB TRRCTC TR AGGCC TR B TR TREACAC SR CCIBERELAS
T O SO AC OO TS AR OO TR GO TRC OUCAL TR0 TR BMACBIC OO AATA CRAC TR TG REATEX |
GO ARECCIAL BN O RO T ORGSR R X B T RS B SA OO T TACAOGEA TERAS
G TCSCTTACAAS AGOEACA ST AAGE0S ARG T6C6RTGRCCACUEREACORS SSAR FCTGORC TRARGCCCS6CCA
A CAROAATCOR TOAGOGR60 S6AACTERTACCACTCROUCAGRCCOFAARER TEOCAGRAGE TAAGRRGC TARARET T
A TCA TASC 00T TR 7T PROC TAL TR CATA MR TG AGRA A TATA A ARG 06 TS T TCRS ARC GRS
CRAAGRGREC AR FRABGA AR GATO T 06 OO TR T ARAGCCC TP T O TOLLCARRAGAC TTRG CRERARCOATTET |
CAGSRCKICRRRRBRACRC AGC SO0 GRS TSR GOCRALCGERTOR TERCC ARG COG0C L ARG AR CHTCALAG
A O TR T TR A AT AT A S A AR S T CATTACACRGTGACTEATAY

‘o
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SEAGRTC PR B TGUEAC OB L O T ERTAAR U TR T oA A TEACAR GACT TR TRAABUC TR T
R T AT RGO T T AT AR TS TG L O MR U ASCT TRO MR SRR TEGRE
AT C TR TGO AT P RUCE M A GHORAIN MR IO OL IR OC G R TR AR CTMA AR TR E 5
ARG G TR ACACART T T PR AL AL SO U AT SR AR TG ARG Se ey
It A TN £ e =S O A gy Tt VT I A TECR TV bl P TN
AT ARG BAR A OT T TR TAG TR T G0A T LT 1 AR CA T AR AR T 0L AGACAG (TN CA TCAGG I TT TRAT
IR L T ACAETCA AR O REATGAC T BE0H TALC S SR ST AL CTOOCTOL TG IO T GA M 224
AR TN A T AT TR G TATCT T CR R GA GRS TRGEACC LT TCAGACCAGGRAC DS PR POG A QL EG1
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IO RO I AGCA (O DM RAN AN T G R T T A AL TG R T CAL TSR G TG CHOCACHITEC IO
P T LA A T T E TR T AT TR TG A S AR T E A CA S O AT TATAT T AT T MR T
oA A GO AL AR TR TR A A AT AT AL A U0 ST TR A AT FRACU M OGNS aA |
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0T T AR DA AN U TN T A LACT AR O O RS AT G RA O TCE A TR GT R SCT TACTGARC TR )
O T A T AT O SR OGSO AR T TARA A A A TC A TG T AR S LT Y]

B AT RTCAC A TR MCCATA IR A A AR R SRS LA RS E R T TG MER CAETTRE,
T TR TR 0T TR T T O A A T T IR G U T 2GR CAA TG SR 0GR T S PG TGRS

BACCAT I CNESIUICITICCCONTOMRAGIA SCAROHD A G TSI TGRS RS PO
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AREACCLACH IO PATARGRTACACS TRCARAGGORSCA RRCTU AT AT I PRACT IV R AT e TRe s
R G O ARGCSE T AR UGG T CRAR RGO AG ARG TROCT LR PROT AT GO0 MO TS

L 0aaCA CACT  ACA TG T AT LG G ARG A O OU L AL A DS ACTORT T Ie
et oA ORI R A R AR AN AR Rl

B GO A AR A GG SO0 TR 0GB 060 TET L ORI CAR LA ARG CRR ST G TR0AGS

GOCTACAACA TRAGET ICCACAACRST TOCACCACCU TR ACAA VAR RO T SR TO0AGR TO T A TOGAGE

SCARS ARG A CAC ACTODSTRCAC CROCC IO O M A I TG U R RUTATCATCATO IROGACAY  po2

(00 TR G TOIE TG TGS CRAGR AL G TR TICARGHRAGSSC GhGRRSTACCIILRAM T ASOE CALTASINGTS

A IOACO AT GG T TR ARG CTGA TS AAGUAR T TR S AC A GRS S ST AT SR TRCRAS R IR TGS

FIGURA 1D-3
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G CARGC TR TEANGT RRCRCOA T T G AR SO R TCHAR AR AN A TARC SRS AR TAGRANT TCAGRTCAA RS
AACASATCSNAC ASCTEAN TR TORGCCARRE RS GREAT TSR GO TAGCAE TICL TGOCCO BEL HOAESA L AMGRACRSRT,
CEARINCTOAR TA DS GGCCARRCACEATAT T S I UTAMCAST U TACCTD 00 TCASRI, CRAG AR CAGRTRSTCRCC!

A RNTRTTCA G G AR TG AT To TATI TS TC T CAGRA ARG OGO R RARALCRORCHATRAGHTE, T

RERTECGGTCCACCC AR B TT IO TAGR GRADCRTCAGR TR T TO CAL GO PO CT L RAGGRLCU TG RRATGROU TS T

........... TGRSR ONCOSAGUICART A »
COLETCACTORGRICRICASCER LA CEE B MBAM (s T, B
R T i i s vty — .- . e s o e e | L
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SCATACARARA TOR OG0T CARS TCAGAGS T OLCAAR, COUACR GUAC TATARRGAT ACCAGHCG THCUCCTSRAGE
RS e O U I N T OCACT O S NP TAC Lo TR R TG P D LT PICEo ARGIGT R TG
LIRS AL GO T A TA N TOAGT S T TGS TS T IO AR GL TR0 TR T TOCR AR COLUSUETCA
COCOGRCCH LT GG TTRTCU G0 PARCTAT 6 2 TR AR AR UL (S TRAGRUACBAT TERTOSCCAC TGS
AT IRAC NGO T AS RS U AG S AT TAOGCOET A0 ACACAT TR T IR ARG TE ST (B (C AR T ACORCTA RC T
GARGER KO T TT TR TR PO TOCRCTOTOCTGA NG O MG TR TEORARAR AR SRS TIGE TR G I TT SATCCRE CAARCA
ARG T A AT T T TG T D UAR G CA S AR TR AL U A AR AR BAGRRTCTCA RGAAGRT ST YT S
AR TN O GRE LT AN COCECAGT RN GAMAAC T A TR A GSGA TE T TG ST A TOAGRT TR ICAMBATAATCE
TCRECTACATCO TR PANFTAR BB TOASS TTFTRARTC AL IO TAAR ST A TATATSAC TRRA T CLIRAC AGI TR 08
FIGCTTRATCAS DR S0 ACCTATD A GCEA T TOTCTA T IS PIERIC A TR G SO IGAC IO O DR IOR MG TRR TR
ACTACKE TRCGEGAS TR0 TE ACORICTIRHCCIAG TR TS T AR TSR TECC RO GRERCLC ACED TEACCRAC TCEAGRTITRT
CREDARTARACS ME LA CERARG OO CAAG0 SRS ARETEOTCOTACAR T A TS CTOCA PSS TCTRT IRAT IS
T RAR TRGAS TA S TACT TGS A6 T AR TRG T T CRGCAACU TT S TTCCOAT TR TCCARGCRTCS TR TG TCA
CEOTCA TS PEGTATGRC TTCAT IS TCU G PO EAACGATCARG GO GAGT TACATGATCUCOCATO TR TGCRARY
ARCBT TRCCTC T GG O GRS TS TCA G ARSTARS TTE O U RGIS TTAT AL TEA TCA TTATS SCASCACT

GCATRRTTCTCT AL IS A TS0 CATCO S TRABA TSC TTTIC TS TORCTOCTARS TACTURACC AAGTCATTCTSAGRATAS 33

T AT GG GAR TGS TGO e C TCAATACEER TAR TAC R TRC CRCATA SCAGRAC TTTAARAS TSCTCR
TCATTERARAR AT TLT TCGGRGCCANAM IO AR RGA TE T TR OE CTC T RREATCCAG ITCSA T TRRECCACTORTED
ACCCARC TEATC T AGC R CT T TTACT TTCACLAGCA TTIC TSR T SANCARMACAGERACEI AAR A TRC COTARAR ARG
GG%TMMGME%WGTT%ES'@E}}HCTTWT ITTTCARTATTATTCRAAGTAT TTATCRGGS TTATICTC
T I GAG AT AR TA I T GRA TR TAT T AR ARRAT A AACARRY A 0GGT IECC GUACAT FT O A RAR GTGETA LS
HACETC TAMCA M AT R PTATCATGAC R TP AACC TATRARA AT AGECETAT AL GAGGICET TS TUIPEAMGRATEC
T
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Promotor CMV  {1-082}>>>

| TAGTTRTTARTAGTRAT CARTTACGGGG TCATTAGT ICATAGCLCATATATEGRGI TCLE 60
RTCARTAATTATCATTAGITARTGCCCCAGT RAT CAACT ATCCAA TATAT ACCTCARGGL

CETTACATAACTTACGL TAARTAACCCACCTARC TGRCCECCTRACGACCCICROCTRTT 120
GCARTOTATTIGARTGCCAT TR RCCOOECERATIGACTORCEGETTALTOOGA00G00TAR

GACGRCAATARTGACGT ATGTTCCCATAGTAACG CCARTAGGEAC R TTCLATTGACGRCA 186
CRGCAGTTAT T CTACATRCAAGGSTAT CATTOC AOTTATCCCTOARAGG TARCTGTAGT

RTGGETGERGTATT TACEETARACTGCCCACTIGSCAGT ACATCARGTCTATCATATGCS 240
TACCCACCRCATARATGCCATTTRACEL R TRARC O TCA TETRST TCACATAGTATACGE

AASTRCGCCCCCTATTORCGTCAATGACGOTAAN TGRCCCACCTOOCATTATOOCCAGTR 300
TECRTGCOEGOCAT ARCTOCRAT TACTRCAATTT RCOGGRUAGRCCETAN T ACHBETCAY

Ecoidsi

E

SnaBl

f

BstS¥i

!
CRICRCCTTRTGGGACTTTCCTACTIGRUAGTRCATCERCGTATIAGTCATCGCTATTAC 180
GTACTGGAATRC UL IGARAGER TEAACOG TOATG TRGAT GCATRATCAGTANGATARTG

CRIGEIGATGCGET TTTGGCAGTACATCARTOOGCOTGGATARCGETTTEACTCACHEGE 420
GRACCATTACLCTRARRALCOTCATOTAGT TACOC GCACCT ATCOC CAARCT RAGTGLLCC

ATTMCAAGTCTCCACCUCATTGACGTCARTUOGAGTI IO TTT TR GCACCARRATCAACG 480
T BAAGHT TCAGAGGTGEGETARCTECACT TACCC T CARAL ARARCCOTEET TTTAGTIGE

GEACTTT CCARARTGTCHTARCARCTCCOCCCCATTRACGUARRTEGECER TAGGCATET 540
COPGRAAGETTTTRACAGCATRCT TRAGGCGEGOT AACTGLETTTACCCGCCATCIGCACR

R region {383-850)>»

AGEIGEEACSTC TATATARGCAGAGCTGOTTTAGTGARCCAGIGC CAGTCLTCCEATTG 40
IGCCACCLTCCAGATRTATTOGTC TCOACCRIATCACT TE6CCECE GTCRGCAGGCTAAL
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region U5 {551-1202}>
i
ACTGAGRCROCoGEETACCOCTRTATCCARTARRCCETCTTACAGTTOCATCCGRCTINT 6456
A A SEG O AT CEG TR R T AL G T AT TR GORAGRACCECAMOGTAGRCICAACA

GETCTCGCTRITOL PYGECAGRETCTCCTCTRBG TCATTCACTACCCRICAGDGEGGIC 126
CCAGARCGATRAGARC COTCICRGAGCAGRCTCACTAACTLHRTRGECAG TCOCLTUCCAG

TTICATTTGEC6ECTOC TCCGEEATCRGCACACCUCTECOCREGACCRCCEACCTACTR 780
ARAGTARACCLCOGAGEAGGECCTAGCCC T TERROAG CATCIC TG EEC TAGETGET

$'88 (738)

CCGGRAGGTAAGCTGA  CAGCARCT TATCTGTGRECTSICCGRTTGTCTRAGTGTCRATEARC B840
GECCCTCCATICGRI G TCLTTGRATAGACACAGATAGGCTARCABRTCACAGATACT:

FEATTTTATACGOCTGCGTIEGTACTROT TRECTARCTAGCICTOTRATCRCACEAACCES 96

FIGURA1D-$
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ACTARRATACGCGGRCGERZCCR TG TCARTUGATTGAT COAGACATAGRCCGLCTGEGE

501 TGOTGGAACTGACGAGTTCSGARCACCCOGCCGCARCCCTOEGAGACGTCCTAGEGACTT 560
ACCACCTTRAC TG T CARGLCTTETSEGLCEECETIGEGACCCTCTRCAGGRTCOCTOAA

61  COGELGCCETTTITGTGOCCOGACCTGAGTCCARAAATCCCGRTCOTTTTRRACTOTTTG 1020
GUCCCOGEUARARRCRCTGGECTGRACTCAGGRT T TTTAGGOCTAGLARR ACCIGACAAAL

1021  GTGCACCCCCCTTAGAGEASGEATATETOGTTCTGETAGEAGRCGAGAACCTAAAACAGT 1080
CACCTGGECGEANTCT CCTECCTATACACCARGACER TCCTCTGCICTITGGATT TTCT Ch

1631 TCCCRCCTLOGTCTGRATTT TYCCT TICGETTTCOGRALCGARGCCEIRCCELGCATCTTG 1140
AGGGCOGAGGCAGRCT TRANANCGAARGCCRARCCCTERC TTCOGLHIGGCECELAGRAL

1141 TCTGCTGCRGCATCET TCTGTRT TG TCRCTCTCTOACTETGTITCTSTRATTISTCIGAGA 1202
AGKCGACGTCOTAGCARGACATARCLCAGACRGRC TGRCRCREAGRCAT RAACAGACTCT
gag (1203, 2813} >>>
|
1201 ATATGGGCCAGACTGT TACCATTCCCTTAAGTTTGACCTTAGETCRCTGGARAGRTGTCE 1260
TATACCCOOTCTCRCAATGRT CAGCCAATTCAARCTOCAA TCCAG TERCCTTTCTACAGT

1261  AGCGGATCGCTCACRACCAETCHETAGATGTTAAGARGAGACGTTGGSTTACCTTCTGCT 1321
TCGCCTAGCGAGTGTTGOTCAGCCATCTACASTTC TTCTCTECAACCCARTOGAAGACGA

1321 CTGCAGAATGECCRACCTTTAALCTCCGATGGCCGCGRAGACEGCACCTTTARCCGAGACC 1381
GACGTCTTACCGGTTGGAMT TRCAGCCTACCOGCCC TCT GOCETLHAAA TTOGLTC TG

13831  TCATCACCCRGGTTARGATCARGGICTITTCACCTGGCCCLCRTSGACACCOAGACCRGG 1440
AGTAGTGGOTCCARTT CTACT PCCAGAARAGTORACC GGGUGTRCCTETGGGECTGETCC

1441 TCCOCTACATCHTGRL UGG ARSCCTTSGCTTITGACCCCCCTCCOTGOGTCARGLCCT 1508
AGGRGATGTAGCRCTE SACIC TTOCCRACCCARRACTEGEGEGAGGERCCCAGTTCANGA

1501  TTGTACACCCTARGCCTOCECCTCCTCTTOCTOCATCCGCOCCATTTCTCCCCCTTRAAC 1560
ARCATGTGEGAT TCGGAGGTGGRGCAGAAGG RGO TAGLCEEGECRGASAGHEHGRATTTS

1561 CICCTCRTTCSACCCCSOCTNGRATCCTCCCTTTATCCAGCCCTCACTCCTTCTCTAGECS 1620
GRGGAGC ARG TGOGECCHGAGE TAGEEAGEGARATAGG TCRGEACT GRGGARGAGRTCCRT

1621 CCARACCTAMACCTCARGTTCTTICTGACAGTCOGGGECCECTCATOGACCTACTTACAG 1830
GLTTTGOATTTOGAGT TCAAGAARGAC TCTCACCCCCCGLUGRGTAGL TRGATGRATETC

1681  ARGACCCCCOGCCTTATAGGGACCCLAGACTACCCCCTTUCGETAGGEACLEAARTGETG 1740
TICTGEGEEECEGARTA TUOC TR ELTIC TR FRLGGLARGECTGTC COTGCCTTTACCAT

FIGURA 1D«6
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GRGARGCGACCCOTGCOERAGRGGCACCARACCCCTCOCCARTGGCATCICECCTACSTS 1800
CICTICECTGEGEACEECTT I TCCG TEGUC TG G GAGGE CTTACCETAGAGLGGRTGCRE

GEAGRCEGEALCCCCCTGTGGCCGACTCCACTACCTCECAGGLATTCUCCCTCCOOBCAG 18460
CCTCTGCCCICGEGEGACACCRGCTGRGAT BATGGAGLGTCCOTARGEGGEAGHIRCCTE

GAGGARACGGACAGCTTCAATACTGECCCT TCTCCTCTTCTCACCTTTACAACT GGAAAR. 1820
CPCE TP TLCCTOTCGR AGTTATGACCGECANGAGCGAGRRGACTGGAM T TTRACCTTTT

ATRRTARCCCTTCTTTTILTGRAGR TCCAG GTARACTGACRGUTCTGATCGAGTCTETTE 1980
TATTATTGGGAAGARAARGACTTCT RCETC CATTTGAL TETCCAGACTAGCTCAGACAAG

TCATCACCCATCAGLCCACC TRGEACOACT STCAGCAGC TOTIGEEGACTCTEC TERCCE 2640
BGTAGTGCGTASTCGEGPRGRCCCTGCTRACAGTCOTCGACRACCCCTGAGROGACTGEE

[ ]
(-
L ]
<

TOAAMCTCCCTAGTCCTCGESTCCARTACCC TRG TTACCCCGTCGEGEACGTTCACAACT

CCCTRARTATA 'GATGAGC&TCGGCTRCRTEAGACCTCA&A&GRGCCRGATGTTTETC 3240
GGOATTTATATCTTC TACTIGTAGCCEATGTRCT CTGLAGTTTT CTCGOTCTACRARGAG

TAGGGTCCACATGGC TGECTGATTT TCCTCACEIC TRGGCGGARRCCRRAGETATESERC 3360
ATCCCREGTCTRCCGACAGACTAMARGGRG TCCEERLCOLCCTTTGGCCCOCETACICTE

2I83 {331)

|
TGGCAGTTCECCARGLTL CTCTCATCATACCTCTGARAGC AACC TCTACCCCCETRTCCA 3350
ACCGTCAAGC GAGGAGRCTACTATGGRGAC TTTCCTTEEAGATE GAGGCACRGET

TARRRCRATACCCCATGTCACRAGARGCCAGACTEGGEATCAACCICCACATACAGAGAC 3420
RTTTTGTTATGEGGTACAETGTTCTTCCGTC TEACCOLTAGCTTCGGEGPCTATGICTCTG

TGTTCGACCAGGGAATACTGGTACCCTGCCALTCCCCCTGCARCACGCCCCTGCTACCLG 3480
ECARCCTGGTCCCTTATG ACCRTOECACGETCAGEGGERECTTLT GLGEEGACGATEEEC

TTARGRAACCAGGGACTAATGRTTATAGGL CTGTC CAGGATCTGAGRGRAGTCARCAAGC. 3540
ARTTCTTTOHTCCCTOAT TAC TAATATCCESACRECTCCTAGACT CTCTTEAGTTOTTLS

GGGTGGARGACATCCACCOCACCGTCCCCARCCCT TACRRCUTCT TGAGCGGGCTCCCRE 3600
CCCACCTTCTGTAGSTGOGET GECACHAGTTEREAATOTTCOAGRAC TLGLCLEAGEETG

CGTCCCACCAGTGOTACACTGTECTTGATTT AAAGRATGCCTTTTTCTGCCTCAGACTIT 3660
GCAGGGTACTCACCATGIGACACGRACTAAA TTTCCTACGCARMAARGRCGHACTITGALG

Pfel

|

PELI

i
ACCCACCACTCASLC TCTCTTCGCC T IGAGTCEAGAGATCCAGR GATOGGAATCTCRG 372D
GGETHETCAGTCRGAGAGRRGCAGARACT CACCTCTCTAGETCT CTRCCCFTRAGARTT

FIGURA 1D-7
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Mfel

|
Honl

GACAATTGACCTGGACCACACTCOCRCAGGCTTTCARAMACASTCCCACCCTGTTTGATE 3780
CTGTTAACTCGACCT GETCTLAGGG TETCCORARGTT ITTGICAGGG TG ACRAACTAC

Mrsl
ésehl
éspl31
éspEI

|
Kpnidl
i
hoclll

I
AGECACTLCACAGACACCTAGCAGECTTCCGGATCCAGCACCCRGACTTGATCCTGITAL 3840
TOCGTRACGT GTCTU TGGATCOTCTGRAGGUCTAGG T T BEETCTGAAC TAGGACGRTG

AGTACGTGRATGACT EACTOCTGGCCECCACTTCTGAKC TAGACT GCCARCARGGTACTC 3960
TCATGCACCTACTGRATGACGACCGGCEGT GAAGRCTCGATC TRACGETTCTTCCATGAL

RCTTTGRGECATCAGGAGCCCAGHTTATGESACT RATCGGOCAGCCCCT GEARGTETTGA 3180
TGAARCTCCCTRGTCCTCGGETCCARTACCCTGE TTALCCCRTCGGEGACATTCACARCT

CCCTRARTATAGAAGATGAGCATCGGCTACATRAGACCTCARBAGARCCRAGRTG TITCTC 3240
GEGATTTATATCTTCTACTCGTAGC COATGTACT CTGCAGTTTTCTCGE TCTAC ARAGAG

TAGGGTCCACATRGU TOTCTGATTT TCCTC AGGCCTRGEECOGRRAL CGGRGTATORGAT 3300
ATCCCAGGTCTACCLACAGACTARARGEACTCCECALCCLCCTTTGRCCCCCETACLCTG

2133 {3314)
L[»..——J

TGGCAGTTCGCg%EEFTCCTCTGBTCﬁTASCTCTGAAAGCA&CCTCTACCSCCGTETCCR 3360
ACCGTCARAGCGGTICHAGRAGA TA GTATECACAL TTTCOTTGCAGRATGGEGECACAGET

TAMAACARTACCCCATGTCACAAGARGOCAGRCTGGGGATCARGCCOCACATACAGAGAC 3420
RTTITCTTATCGECT ACAGT GTTCT TCRGTETGACCOCTAGTT CGGGRTG TRTCT LG

TCITOCACCAGHGAA TACTGGTACC CTOCCATTCCCCCTRGRACACGLCCCTGCTACCCE 3460
ACAACCTGOTCCUTTATGACCATGG GACGGTEAGE GHGACCTTCTECGGRGEACGA THGGT

TTAAGRRACCRGGGACTAATGATTATALGCCTGTCCAGGATCTGCAGAGARGTCAACAAGC 3543
ARTTCTTIGETCECTGATTACTART ATCOGRACAG GRCCTAGACTCTCTTCAGTTGTTCS

FIGURA 1D-8
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GGGTAG AAGACATCORTCCCACCGTGCCCARCCC TTACARCCTCT TGAGCGGGCTCOCAC 3600
CCCAOC TTC TG TAGGTRGEGT GECACGAAT TREGAR TG TTCEAGARCTCGUCCGAGEGTG

C6TCOC ACCAGTEGTACRI TG TGCITGATTTAARGGATGCCTTTTTCTGCCTGAGACTED 3640
GCAGEETRGTCACTATGTGACRCGARCTAAA TTTCC TACGCAMIAACGACGRACTC TEAGG

el
|
T

|
ACCCCACCAGTCAGC TCTCTTCOCCT T TGAG TEGAGAGAT CCAGAGATGGGRATCTCAG 3720
TGGESTEGTCAGTCGGACAGRRGOGCARACT CACCTCTCTAGSTCTC TACC CTTAGRGTC

Mfal

Munl

i .
GRCRATTGACCTGEALCAGACTCCCACAGGETTICAAARACAGTCCCACCCTRTTITEATG 1720
CTETTANC TS GACCTSGTCT GRGEG TR TCCCARAGT TTTTOTCRGLLTRGOACAAACTAC

Mrol

lliseAI

}gspl 3

éspEI

épazr

ACCIII
EGGCACTGCACAGAGEECTRGCAGACTTéCGGATCCAECACCC&GACTTGATCCTGCTAC 3840
TCCRTGACGTGTCTCTGOATORTCTGAAGGCCTAGGTCET GRGTC TRARC TAGGACGATG

LGTACCTCRATCACT TACTECTCGCCGCCACTICTGAGCTAGRC TGCCAACAAGLTACTC 3300
PCATOCACCTACTGRATGACGACCGGC LT CARGE CTCRATCTRACCLTTGTTCCATGRG

FIGURA 1D-9
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SOGCCCTETTACAM CCCTRGEGAACCTCGOOTATCEGECCTCOGUCAAGAAAGCCCARA
CUCCGHACRATOTTT GGEATCOCTT SEAGCCCAT AGCCCEEACCCOTTCTTTCGRGTTT

TTTGCCAGAAACAGG TCANGTATCT GEGGTATCT ICTRARRGRGGRTCAGACATGGCTGR
AARCGGTCTTICTICCAGTTCATAGACCOCATAGARGATT TTCTCCLAGTCTCTACCGRCT

CTGAGGCCAGAARRGAGACTATCAT GGEGCAGCCTACTCCLAAGACCCCTCGACAACTAA
GACTCOGGTCTTTTC TCTGACACTACCCOG TUGEA TGAGELTTC TR0 AGCTGTTGATT

GGGAGTTCCTAGRGACGGCAGECTTCTRTCHCCTL TRGRTCCCTGRETT TACAGRRATGE
CCCTCAAGGATCCCTGCCGTCCGAAGACAGLGGAGACC TRAGECACCCARALCGTCTTTACC

CAGCCOCCTTRTACCCTCTCACCARRACGE SGACTCTGCTT TART TEGEGECCAGATCRAC
GTCGOGGGAACATEEGAGRCTCOTT TTGCCCOTORGACARRTTAACCCCRLETCTGLTTG

ARRAGGC CTATCAAG AAATCARGCARGCRC TTCTAACTGCCCCAGCCLTGLGLTTGLCAS
T ITCCGRATAGTICTTTAGTICGT PCGRGARGAT TG GGCTCREGACCDCAACGETC
Gall
i
ATTTCRACTARGCOETT TEARCTCTT IRTCGACGAGAAGCAGLGC T ACGCCAARGG TGTCC
TRRACTGRTICGEGAAACTTOAGAAECAGCTGCTC TTCOT LR GA POCHG TTTCCACAGS

TAACGC AARRLCTROGACCTTCOCET CGCTEETG GOCTACCTGT CCARAARGIT AGRCC
ATTGORTTTTIGACCC TEGAA CCGCAGCCGGICACCOGAT GLACAGGTTTTTCGATCTSS

CAGTAGCAGCTGLGTGECCCCCTTGCCTACGRATGLTAGC AGCCATTGUCSTACTGACRA
GTCAPCGTOGACCCACCOOEGAACCGATGCCTACCATCO TCOGTAACGO CATGRCTGTT

AGGATGCAGECARGLT AACCATOGGACAGCCACT AL TCATTCRGGCLCOCCATGUAGTAG
TCCTRCETCCCTTCGATTGETACCCTGTCOGTGATC AGTAAGACCGOGEGETACE TCATC

AGGCACTAGTCAARCARCCCCUCCACCECTGGCTTT CCARCGUCCGEATGACTCACTATC
TCCGTGRTCAGTTTGT TOGELGGLTGEUGRCUGAAR GO TTOCOGECCTACTGAGT GATAG

AGGCCT TECTTTTGRACACGERCOGG CYCCART TCAGACCRETGET AGCCC TGRACCCGR
TCCGGAACGRARACCT GTGLCTGCCCCAGET CARGL CTGRCCACCATCGEGACTTGGGCC

CTACGLTEOTCCCACTGUCTGRGLAAGHGCTCCAACACAAC TRECT TRATATCCTGRETG
GATGCEACGAGHGTEACGRACTCCYTCCCEACRTTG TGTTOACCCAACTATAGGAC CGGC

ARGCCCACGGARCCTGACTIGACCTAACGRACCRGC COCTCCCAGACGCCGACCACACCT
TTeG6ET SCCTTGEGCTGERCT GRAT THCCT GRTCG GUGAGGETCT GGG TGATGTERA

GETACACGOATGGRAGCAGTCTCTTACAAGAGGGACAGCGTAMGRL GGOAGCTGCGETGR
CCATGTGCCTACCTTCGTCAGAGAATGTICTCCCTG TCRCATTCCG CCCTC GACGCTALT

FIGURA 1D-10
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|
CCACCGAGRCCGAGGTANICTGAGC TRARGCCCTECCAGCCOGGACRICCHNTCAGLLLG
GETGGCTCTGGCTCCATTAGACCUGAT T GGSACGETCOGLCCT GTAGGLGAG TCEED

4840

CTGAAC TGATASCAC TCACCCAGGCCOTAR AGRTGGCAGRAGCTAAGRAGCTARATCTTT 432

GACTTGACTR TCOTGAGTSESTCUGGEATT TCTACCCTCTTCCAT TCTTCLATTTAC AR
ATACTGATAGCCOTTATGCTTI L CTACTGCCCRTATCCATORAGARAT ATACAGAAGLC
TATGRCTATCGGCAATACGARARCGATSACCGETATAGGTACCTCTITATATGTCTTCLG

GIGGGTTGCTOACAT CAGRAGGCARAGRGATCARLAATAAACACGAGAT CTTGGCCCTAC
CACCCAACGAGTGTAGTCTTCCETTTCTCTAGT T TTTAT TTC TECTCTAGARCCGRRATG

4389

TAZAAGCCCTICT TTC TGUCCAAAAGRCTTACCATAATCCATTGTCCAGGACATCARRAGG 21

ATTTTCSGEACARRGACGGGTTTTCTGAATCGTAT TAGR TARCAGGTCC TGTAGTTTTCC

GACACAGCGCUGAGGCTAGAGGCAACCOGA TEECTEACCRAGCGRLCTRARRGLCAGCCA
CPCTGTCGGGCTCCEATC TLCETRGECCTACCCACTEGT TCGCLGGEC TTTOCHTCGLT

TCACAGAGAC TCCAGACACC TCTACCCTCC TCATAGAARATTCATCRCCLTRCACCTCAG
AGTRTCTCIGAGETC TOTOEAGATGGEAGGACTATC T ITT AAGTA CTGEGATETOAGTC

ARCATTTTCATTACACRGTHACTGATATARACGACCTAACCARGT TGEGGGCCATTTATG
TTGTARAAGTAATGT GICACTGACTATATTTCCYCGaT PR GTTCARCCCCCGGTARATAL

P TAARACRRRGRAGTATIGGGYCTRCC ARG GAR B ECCTGTGRTGCCTLAC CAGTT TACTT
TATTTTGTTTCTICATAACCCAGRTECT TCCTTTTGGRCACTACGGACTGETCARATGAA

TTGARTTATTRGACTT TCTTCATCAGCTGACTCACCICAGE TTCTCARRAATGAAGGLTC
RACTTARTARTCTGAARGRAGTAGTCGACTOAGTCGRGTCGRAGAGTTTTTACTTCCGAG

TCCTAGRGAGAAGCCACAGTCOCTAC TACATGCTGAACCOLCATCGRACACTCAANAATA
RGGATCTCTCTTCGGETCTCAGGRATCATGIACCACTIGGCCCTAGCTEGTEAGTT TITAT

FIGURA1D-11
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5461  TCACTSRGACCTGCRARGCTTGTGCACAAGTCAACGCCAGCARGTCTCLUGTTAMMCRSG 5520
AGTGAE TCTGOACGTT T AAACACCTGTTCASTIGCGCTCGTTCAGACGS CAATT TGTLE

Sacll
égrBI
éfréEI
éerGEI
éspl

I
5571 GRACTAGGGTCCGCGGGLATCSGECLEECACTCATICOGACATCGATTTCACCGAGATAR S380
CTTCATCOCAGGOGCCOCTALICEEECCRTEAGTRACCC TCTACCTAAAGTLGC TCTATT

5581 AGCUCHCATTGTRTGGCTATARATATCTTCTAST TTTTATAGATACCTTTTCTGGCTGGA 5640
TLEEGLN Y BACATACCGATA TTTAT AGAREATCRRARATATCTATGGARARGACCGACT

5641 TRGAAGCCTTCCCRACCRAGRARGRAACCGCCARGGTCGTAACCRAGRAGCTACTAGAGE 3760
RTCTTCGGAAGGETEGLTTCTTTCTTTGCCGETTCCAGCATTCOTTCTTCGATGATCTCE

Pael

I
Bbut

I
SpeHl
|
Sphl
I
5701 AGATCTTCCCCAGGTTCEECATGUCTCAGGTATTGAGAACTOACRATGESCCTELCTTICE 5760
TCTAGRAGGLCTCCAAGCCGTRCCEAGTCCATARRC CCTTGACTETTRCOCGGACGGAMGE
£201  CTTCCAAGLGGCTACTCGAGGGEGCAGATGCAACCCTCTAGTCC TAGARTICACTEATGL 6360
GAAGGTTCCCCERATGAGCTCCCCCOTCTACCTTGOGAGA TCRGGATCTT ARGTGACTACG

§561 AGGAARARAGGCCTAACTGRGACIGGLCCARATCGTGEGGACTGACACTGTACCERACAGG 7020
TCCTT TTTTCOGATIGACCC TECTCGGHTT TAGCACCCC TGRCTCTGACATEGCCTGECT

7021 AACAGRTCCTATTACCRTGCTTCTCCCTGRCCCGGUAGGTCCTTAATATORGRCCCCEAGT 7080
FRSTCTAGLATARTGCTACARGAGG CACTEEGCICTCUAGGRAT TACACCCTOGLECTCA

Ti81 CCCCATRGRGOCCAACCCAGTATTACCCGACCARRGRCTLCLTTLITCACCANTAGAGAT 7140
GRGGTATLCL S TTGOCTCATAAT COCCTGOTITCTCAGGLRAGEAGTSGTTATCTCTA

141 TOTACCAGLTCURCAGCCACCTAGCCCCCTCAATACCAGT TACCCCCCTTOCACTACTAG 7200
ACKTGGCCGAGETETCOOTHGATORCGAGAGTTATGETCARTGGEGGGAMGGTGATGRTT

7201 TACACCCTCAACCTCCCCTACAAGTOCKRGTCTCCCACAGCRACCCCTAGGRACTOGAGE T26]
ATGTGGRCART TORAGGGEAT G TCASGT TCACAGGG TG TC GG TGHGGETCCTTGRLCTCT

7261 TAGRCTRCTAGCTCTAGTCARAGGAGCCTATCAGECGCTTARCCTIACCAATCCCGACA: 7320
ATCTGATGATCGRGAT CAGTTTCCTCGRATACTCOGUGRA TTGGAL TUGT TAGRGCTGTT

FIGURATD-12
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7321 SACCCAAGAATGTIGGUTGIGCTTAGTGTCCGEACCTCCT TATTACKRRGGAGTAGLGET 3810
CTGEGT TCTTACAACCGACAC GARTCALAG COCTGGAGGARTRATGCTTCCTCATCGLCA

7381 CETGGGCACTTATACCART ATICCRCCGCTCUGGCCAATTGTACGGCCATTTICCCAMCA 7440
SCACOCGTGAATATGGTTACT RAGGTECCAGGCCGETTGACKTGCLGRTOARGE GTTET

EcoT221

|
Hsil

{
Mph11031
i
Zspll
{

BfrBl1

(I

7441  TRAGCTTACCCTATCTGRAGTGACAGGACASGGCCTATCCATROCEECAGTACCTARAAT 7500
ATTCCABTGEGRTAGACTTCACTGI CCTGITCUCLATACCTATCCCOCT CATCGATTITE

Nael
pat
'!-Irt:IzRI
éqéﬂl?
TE&ECAGGCCTTATGTRACACERCCCﬁAAGEGéEéGCTC&GGATCCTACTACCTTGCAGE 1580
AETGETCOGEARTACRT TGTGETGRGTTTCGLCEC CRAGTCCTALGATGATGOAACGTCS

-
«n
=
—

Alel

I
0lir

|
561 ACCCGCCGGRACAATGIGECCTTGL AGCACTCRAT TRACTCCCTIGCTTGTCCACCACGET 620
TEGECEGCCTITGTTACACCCOARCG TCGTGACCTAMCTRAGGGAC GARCAGETGGTGLCA

7621 GCTCRATCTRACCACAGATTATTGTGTATTAGTTCAACTCTOLLC CRAGRGTAATTTACCA T6R0
CGRGTTAGRTTGCTGTC TAATARCAC ATAATCAAC TTGAGRCCGGETCTCATTRARATGST

FIGURA 1D-13
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6501 CTTCCRAGGGGLTACTCGRGGEGLCACATCIANCCCTCTAGTCCTAGARTTCACTGATSE 6960
CRAGGTTCCCCCATGAGCT U COCCCTCTACGT TOGRAGA TCAGEATC TTAAG TG ACTALG

€351 AGGRRRAAAGGCTAACTCGGACGGECCCRAARTCGTGCGCACTGAGACTG TACCGGACAGG 7020
TCCTTITTTIC CRATTGRCOCTGCCCEEET TTAGCACCCO TRACTCTEACATGGL CIGICC

7021 ARCABATCCTRTTACCATGTTCTCCCTCACCCEECALET CCTTAATGTGGGACCCCEAET 108D
TTCTCTAGCATARTGGTACRAGRGGGRCTEGGLIGTCCAGGAATTACACCCTGEOGCT R

7081  QUCCATAGGGCCCAACCUAGTATTACCCOACCARRGACTCCOTTCCTCACCARTRGAGRT 7140
FGETATCCCELGTTGOOTC A TAAT GLGE TOGTTTCTCAGGERR G GRET GOTTRTCTCTA

7141 PCTACCGGCTLCACAGCCACCTAGCLNCCTCAATACCAGT TACCLCCCTTCCACTACCAG 1200
ACATGGCTGAGETGTCOLTEGATCGECHEACTTATGETCAATCGE GLERAGGTGATSETC

7291 TACACCCTCAACCTCCCCTACAAGT CCAAGTGTCLCACAGULACCCCCAGGARCTGRAGR 1260
ATGCTHGCACTTEEAGGREATCTTCAGCT IO ACAGGE TETCBETGECRETC CTTGACCTC T

1261 TAGACTACTAGCTCTAGTCARRGGAGCUTATCAGGCGCTTARCCTCACCAATCCCGACRA 7320
ATCTGRTGATCCAGAT CAGT TTCCTCLOtRTAGTCCCCGAA TTCEAGTGETTAGGGCTGTT

1321 GACCCARGRATGTTOGCTOT:CTTACTGTCGGGACCTCCTTATTACCAAGEAGTAGIGGT 7380
CTGEGTTCTTACALCCGACACGAATC ACAGCCCTGGAGGRATAATGCTTCCTCATOGCCA

1381 CGTGLGUACTTATACCAATCRYTCCACCGUTCOGGCTAAL TTALGGCCACTICCCARCA 7440
GCACCCGTGAATATGETTAGT AAGGT GOCHAGELCGET TG ACATECCOCTGAAGGGTTST

Beol221
i
Weil

;ph11031
%spZI
Bf!ﬁi
7441 TAAGCTTACCCTATCTGAAGTGACAGGACAGGGCCTA“GAE%GGGGGCAGT&CCTA&A&C 7500
RTTCORATGLGATAGACTTCACPETCCTE TOCCGEATACSTACCCCCRTCATGRATTTTG

Bapl
i
Pritl
|
MroKkI
| |
RNy
I
FH01 TCACCRGECCTTATOTRACACCACCCAAARGCGCCOGCTCAGCATC CTAC TACCTTGCAGC 7540
AGTCSPCCOGAATACATTGCTGETEECTPIC GCGGCCGAGTCC TASCATGATGEARAOSTES
FIGURA 1D-14
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ACCCGCCGGARCAATGTGGGCTTGCEGCACTGGATTGRCTCCCTGCTTGTCCACCR&EGT 1620
PGGECOGCCTTETTACACCCGARCGTCS TG ACCTARCTGR GOGAC GARCAGGT GG TRCCA

GCTCARTCTAACCACAGATTATTGTGTATTAGTTGRACTC TGGCCCAGAGTARTTTALCE 7631
CGAGTTAGATTGETGTCTART ARCACATAA TCARCTTGRGACCGOGTCTCATTARATGCT
CTCCCCCOATTATATCTATGE TCAGC TIGAACAGOGTACCAARTAT ARANGAGAGCCAGT 7746

GAGGECCCTAATATACATACCACTC CARCTTCTCECATLG TTTATATT T TCTCTCGETCA

ATCATFGACCCTGECCLTTO TAL TAGGRGGATTAACCATGGE L GGATTCCAGCTGGRAT TRGE
TAGTARCTGGOACCGEGARCGATCAT CCTCCTRATTEGTACCCTCCOTARCGTCOACCTTR

RGGGACGGEGACCACTECCTTAR TTARAACCCAGCAGTTTIGAGCAGCTTCATGOCACTAT 7880
TCCCICCCCCICETCACCGAR T T AT TTTCCETCOTCARRC TUGTCEARCTACGGCGATA

CCAGBCAGACCTCARCGARGTCCRARAGTC BATTACCAACC TAGRARAGTCACTGACCTC 742(
GETCIGTCTGGACT TG TTCAGCTT T TCAGTI AATGG T TRGATC TITTCAGTGACTRGAG

CTTCTICTGARGTAGTCC TATACRACCGE AGAGGCCTAGAT TTEC TATTCCTAARGGAGGE 798¢
CRACAGACTTCATCASSATCTCTTGCCGTCTCCSEATCTRRACCATARGEATITCLTCCC

AGGTCTCTGCGCAGCCUTARAR GRAGAANTGTTGTTTTTATCCAGACCACACGEGELTAGT 8040
TCCACAGRCGCCTCEGGATTTTCTTC TTACARCARAARTACCTC TGS TRTCC CCCRATCA

GRGAGACAGCATGGCCARAT TRAGAGARAGGCTTAATCAGAGRCRARRACTATTTGAGAC B100
CTCTCTGTCGTACCGRITTRAT TCTC TTTCOCART TAGTC TCIGTTITIGATAARC TCTY:

Hap¥
éStBI
éﬁp1191
isuIl
éspéﬁl
éful
épu14l
éspTlG¢I

|
AGGCCARGEATGGTTCGAAGGECTGTITAATAGATCCCCCTGRT TTACCACCTTARTCTC 8146

TCCGGETTCCTACCAAGCTICCCCACAAAT TATC TAGGGEGACCARATGETGLARTTAGAG
FIGURA 1D-15
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CRCCATCATGGGACCTCTAATAGTACTCTTACTGATCTTACTC TTTCGRCCTIGCATICT 8220
GTGETAGTACCCTCRAGATIATCATGAGASTCRACTAGARTGACRAACCTREARCOTAAGR

CAATCEATIGOTCCRATTTCTTARAGACAGE ATCTCAGTGETCCAGECTCTEGTTTTCAC 8280
GTTRGCTAACCAGGTTRARCAATTTCTC TCCTAGACTCACCAGS TCCCRCRCCAAAACTG
IKES req{83z?,8876)>>>
|

Klul {8325)

P
TCAGCAATATCACCAGCTARRACCCATAGAGTACGRGCCATCARCOCGTTACTGOCCGAR G340
ACTCGTTATAGT GRTCEATTT TR GG TATC TCATGCTCGGTAC TT GOGC AREGALCGECTT

ires amov reg{8378, 8741>»

!
GCCECTTOGRRTARGCOGGETC T CTT TR TCTATATGTIATI TTCCACCATATTROCST 3409
CHGUGARCCT TAT TCCGCCCAT ACGUARACACA TATACAA TARARGGTCETATARCGE R

CTTTTGGCARIGTGALGELOCEERRACCTGGLCCTETCTTCTTGACGACCATICCTAGRE 846D
CRRRACCCTTACACTCOCG BECCTT TRGACCGOOAC AGRAGRACTUC TCETANGGATECC
GICTTTCOCCTCTCLCCARAGGAR TRCANGETCTOT TOARTGTCGTGAAGEARECRETTC £520
CAGAARGGCERCGAGTGETTTCC T TACGTTCCAGRCARCTTACAGCACTTCCTICETCAAG

CTCEIGGANCCTECTTGARGACAAACAACGTCTETAGUGRCCCTTI:CAGGCAGTGERACT 2580
GAGACCTTCGARGARCTTICTETTIATIGCAGACATCOCTCEGAAACCTLCATCGCCTTGE

COCCACCTGROGACAGETGCLTCTLCCGOCARAAGCCACCTCTATARGATACRCCTGCAA E6E]
GREETGEACCGCTGTCCACGRAGACGCCGETTTTCGGTGCACAT AT TCTATETGCACRTT

AGGCGECACAACCCLACTCCCACCT TCTGAGTTOCATAGTTCTCEANAGACTCAAATGCC 2730
TCECORTETTCGGETCACGETCCAACKCT CAACCTATCARCRCCTTTCTCAGTTTACCG

TCTCCTCAMGCGTATTCAAC ARG GECCTGAACGRTGCCCACAAGCTACCCCATTGTATGS 2760
REAGGAGTTCLCATRAGTTGTTCCCOGACTTCCTACGGGTCTICCATG CAGTAACATACY

EATCTCATCTOCGOCCTORETECACATGCT TTACATGTGT TTAGTCCAGCTTARRAARARC €620
CTAGACTAGACCCOGGACCCACGTGTACGAAATETACRCARA TCAGCTCCARTTTITTIG
FIGURA 1D-16
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yCD? (6877, 935315
|
Psil (8874)

|
GO TAGGCO0CCOGRACCACCAGEACE TR TTTICC TTTGRARRACROGRTTATIARTS 8880
CAGATCCE5RREEC T TARTACC O T A AR RA GG AAACT T T TG T C TR TATITACK:
,TGAC(?@CG?*"MGGCCK‘C:isTsCfa?CkAmGCCAT(:GaTRYL.CT?&LGN‘&@% 8940
AT ECCECL T ACCGEAGGT TCACCC TAGT T T TCCCETACCTAT AGCGARTG CTCCTCL!

TR TG TACRES A CECE S AT TOCCT AT AR CERETCTCTCR FCARCEAE KRGS 9060
G AR O R TG T ICC FCCC OGN ACGEATAGCC GG COACAGACTAGTTS TG TTCS:

ACGECAGTGE GUTCECCAGEGEICACRCATAAGG T CCAGRAEEECTCCGITACCCTES 9040
TSCCETCACACEACCCRTCCCCORTT TG TACTCCARGETCTTCUCCRGRCGETCARALY

1
1
1
1
R

...................................................................................................

i CEGCCACAT CTCCACCC T CEATGARTTGTEECAURC TELAGGECAAGH TCTRCARGCACH: 9120
TGCCECTC TAGACET CERACCTCT TGACRCCGTOCACC TCOCETTCOACATE T TLCTET:
CCRRECTE HCAC A CETE R CTICICACANG TR TATUGCCRC TATCATCRIEL TALE 9180
T GEGACATCTCC GEACAC A GAACAC TE TACAL AT G0N GCEA TAGTAGTACATEL!
GCATCCCTAGETCTOTGATCECTCACFACETRARC TITARGTCCRAGRGCORIARGTACT: 9240
CETRGEGATCCACAC AT AL CECTCITECACTIGAAGTTCAGCT L COGUTCTTCATEE

TR AT CGEECTRCORECTE TORT TET TEACCATCAGASOTCTARGARLLIGATLR 3300
A ORTTTCGTOCCCGETGCTL L ACCAC CAACARCTECTACTCTCCACATTCTTCEACTACT!

Not[{3354)
|
CoilI
e e e oo
R T A A A R BT C A A T TP R CATA TC GO RGN EGETETS 960
¢ CeTE

IR k

U3 Region{3405,98581>»
I
GATERARATRAAAGATTITATITAGTC TCCAGRARAAGESESGARTCAAAGRCCCCACT 9428
A CTATTTTATTTTCTAARATARA TCAGAGETCTTTTTCCCCOCTTACTTTOTGGEETEG
FIGURA 1D-17
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b i
T AGET T TEACAAGC TAGCTTAAG TARCGCCATTT TG CAAGGCATCGAARRA TRCATRR 948D
ACATCCRARCCGTTCGAT CGAATTCATTGCGGTABARCGTTCCGTACCTTTITATGTATT

CTGRGRATACAGAARST T ACATCAAGE TCAGCAACAGATEERACAGCTGRATATGEGCCE 3540
GACTCTTATCTCTTCARGTCTACTTCCACTCCTIGTC TACCTIGTCGACTTATACCEGGT

RACAGGATATCTSTASTAAGCAGT TCLTAOC OGO TCAGGGCCAAGAACAGRTGERAC A 9600
I TGTCCTATAGACACCAT TULTUARCEALGOGRCCEAGT CLUGGTTCTTGTCTACCTINT

GCTGRATATGGGCCRARCAGGRTATCTGTGOTARGCAGT TCCTGCCCCOGCTCAGGLICA 9660
CGACTTATACCCGGTTTG TCCTATAGRCACCATTCOTCAZGLACGOGLCCGAGTCOCGET

AGAACRGATGETCCCCAGATOCGETCCAGCCCTCAGCAGTTTCTAGAGARCCATCAGATG 9720
TCTTGICTACCAGOGGRTCTACGLCAGGTCGGRAGPCOTC ARAGATCTCTTGOT AGTCTAL

TTTECASESTGCCCCARGGACC TCARATEACCCTETGCC TTATTTGAACTRRCCRATCAG 974D
AARGGTCCCACGRGRTTICCTOCACTTTACTCOCACACGOARTAARCT TGATTGGTTAGTC

Sazl
Paul £3p124BI
ése?I EcéICRI
éssHII EC{I3EII

[ |
TTCGCTTCTCCCTTCTCTTCECCCGCTTCTCCTCCCCGAGCTCAATARAAGRGCCCACAR 9840
ANGCGAAGAGCGAAGACAAGCOCGCGRAGACGAGGGCCTCGAGT TATTTTCTCAGETGTT

Region R {9855, 3921 >0

i
CCCOTCACTCORGRCGLCALRTCCTCCOATIOALTGAGCTCGCCCRALTACCCGTETATCCR 3900
BGGAG TR GRTCAGTASE TAR T TEAL TCAGCELCCCATOGGUACATAGST

Region US {9922, 8438} >o>>

|
ATEALCCCTC T ISCAGTTCCATCCGAN TIGTGE TCTCGCTGTTCCTTGOGAGGETCTCCT 9240
TR TTTGECRGAALGTCAACG TABGC TGARCACCAGRGCGAC AAGERAUCC TCCCAGAGGR

CTGAGTRATTRACTACCOGTC AGCSRRGETCT TTCRT TACR TS TSACCARRAGGOCAGCR 10620
GACPCACTAACTEATCGGCAGTEOCCCCAGARASTAATOTACACTCCTTTTCCAGTCGT
FIGURA 1D-18
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origen pBR322 {10045, 166641 <<«

I
10621 ARAGECCAGGAACCGTANARAGECTGLGTIGCTGGCRTTTTRCCATAGGCTCCGECCCCT 10080
TITCCGETCCTTSGCATT TTTCCSGCEUARCGACCOCAAABRGGTATCLGAGGLGGGEEG

10081 TGACGAGTATCACARAAR TCEACSCTCARGTCAGAGSTGECCARACCCGRCAGGRCTATR 16146
ACPSNTCRTAGTE T TITAGCTGOGAGT TCAGTCTCCACCGC T TTGGRGETGTCC TRATAT

10141 ARGATACCAGGCGTTTCCCCCTGRRAGCTCOCTCETECGETCTCCTGTTCCGACCLTECE 10200
TTCTATGATC CECARRGESEGACC FICGAGGGAGCACGC AAGAGGRCARGGCTCEEACGE

10201 GETTACCAGATACCTET COGCCETRCTCCCTTUCGEARGCGTGECOLTTTCTUARTGCTC 10260
CGAATGGCCTATGGACAGGCOGARACAGGGAAGCOCTTCOCACCGIHANKGAGTTACGAS

10261 ACGCTSTABGTATCTCAGTTCGRTETAGSTCGTTOECTCCAAGCTGRGCTSTRTGCACGA 10320
TGCGACATCCATAGAGTICAAGCCACRTCCACCIAGUGAGGTTCGRCCCERCACACETECT

14321 ACCCCCCOTRCAGCCCGRACCACTRCGCCT TATCCGETARCTATCETCTTGAGTCCRACCC 10380
TEGGEECCARGTCREECTEECEALELGHAATAGGLCAT TRATAGCAGRACTCALLTTERG

10381 GRTAMGACRCGACTTATCGUCACTAGCAGCAGCCACTOATRACAGRATTAGCRAGRGUGAG 10440
CCATTCTGTGC TERR TAGLGETEAICETCETCRE TEACCATTOTCCTARTCOTLTCGCTC

10441 GTATGTAGGCGGIGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGRCCTAACTACGGCTACACTAGARG 10500
CATACATCCGCCACGATGTCTCARERACTTCACCACTGRATTOATGCCGATOTGRICTTC

10501 GACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTECTGAAGCCAGT TACCTTCGGARRARGRGTTGETAG 10569
CTGTCATAMACCATAGACGCRAGRCGACTTCGGT CAATGGRAGCCTTTTICTCAACCATC

10561 CTCTTGATCCGGCARACARACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTIGTITGCAAGCAGCA 10629
GAGRRCTRGGCCGTY FOTTTCCTRACGACCATCCCCACCARARARACAAACGTTCGTCGT

10621 GATTACGCGCAGRAMRARAGGATCTCARGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGLATCTGA 10880
CTARTGCGCGTC ITTTTTTCCTAGAGT TCTTCTAGGARAC TAGRAARAGATGCCCCAGACT

10681 CGCICAGTGCAACGARAACTCACCTTAACCEATTTTGGTCATGAGATTATCAMAAAGGAT 10749
GCGAGICACCTTGCT TR TGAGTGCART TCCCTARAACCAGTACTCTARTAGTTTTTCCTA

10741 CTTCACCTAGATCCTTITAMATITAAAAATGRAGTTITAMRTCRATCTAARGTATATATGA 10300
GRAAGTGSATCTAGGAARATT TANT TT TTACTTCARAATTTAGTTAGRTTTCATATATALT

FIGURA 1D-19
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marcador amp {10818, 11673} ««<
I
10801 GTAAACTTGGTCTGACRGTTACCARTGCTTAATCAGTGRGGTACTTATCTCAGCGATCTG 10660
CATTTGARCCAGACTGICAR TGO TTACGRATTAGTCACTCCSTEEATAGAGTCGLTAGAC

10851 TCTATTICGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCOICOTG TAGRTAACTACGATACEGEA 10920
AGRTARAGCAACTAGGTATCARCCEACTGAGGRGUAGCRCATCTATTRATLC TATCICTT

10521 GGGCTTACCRICTSGCCCCASTACTGCARTGATACCCCGAGRCCCACECTCACCEECTIL 10330
COCGARTEETAGACCGEGETUACGACGTTACTATGACGLTC TGGATOCEAGTGRLCEAGS

10581 AGATTTATCRGCARTAARCCAGCCAGCLGEANGGEICGAGT SCAGRARTGETCCTGCARS 11040
TCTAARTAGTCATTATTTHGTCOGT CEECCTTOCCEECTCRIRTCTTEACCAGGACETTS

11041 TTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTRATTGTTGCCHGGARCC TAGAGTAAGTAGTTCGCS 11100
AARTAGGLGGAGGTAGGTCAGATAATTARCAACGGCCCTTOGATCTCATTCATCARGCRG

11101 RBTTARTAGTTTGCECRACKTTETIGUCATTGCTGUAGGLATCETRSTRTLACGCTIGTC 11160
TCAATTATCAARCGCGTTGCAACAACGSTANCGACCTCCGTAGCACCACAGTGCCRGLAS

1116} GTPPCETATGLCTTOATTCACCTCCGSTTCOCARCOATCARGECEAGTTACATCATCCCC 11220
CRAACCATACCCARGTAAGTUGRGGCCARGEGTTGCTACTTCCGCPCAATSTROTAGESS

11221 CRTGTIGIGCARRARRGCGGTTAGCTCCTTCGETCCTCCGRTCETTGTCAGARGTARGTT 11280
GRRCALELGTTTTITCCCCAATCOACOARLCCAGERGE CTAGCARCAGTCTTCATTCAR

11281 GGCCGCAGTSTTATCACTCATEGTTATGGCAGCACTGCA TAATTCTCTTACTGTCATECC 11340
CCOGCETCACAATAGTGACTACCANTACCATCRTGACGTATTRRGAGAATGACAGTACGE

11341 ATCCGTARGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCARC CARGTCATTCTGAGRATAGTS 11404
TAGGCATTCTALGRARRGACRCTOACCACTCATGAGTTCCTTCAGTARGACTCT TATCAC

11401 TATGCGLCOACCSASTTECTETTRCCOGECETCARCACGGEATARTACCGCGCCACATAS 11480
ATRCGCCECTGECTCAAC GRGRACGEGCCECAGTTRTCCCCTATTATGROGCGCTETATS

11461 CAGAACTTTARAASTGCTCATCATTGARRARCCTICTTCOOOGCCAMACTCTCARGGAT 11320
BT TGAAATTTICACGAGTAGTARCCTTTIGCAAGARGLCOCGCTTTTGAGAGTTCCTA

11521 CTTACCGCTOTTCAGATCCAGTTCOATGTARCCCACTCSTGCACCTARCTRATCTTCAGT 11580
GAATGOCGRCARCTCTAGGTCANCTACA T IO GESTE RCCAOCTGGETTGAL TATARSGTE

11381 ATCTTTTACTTTICACCAGCOTTITCTGOOETGAGCARARACAGGRAGGCARRATGCCGCARR 11640
TAGAAMATGERAGTGGT L GCARAGRCCCACTCRTTT TS TCCTICCGTTTTACGELGTTT

11841 ARAGGGARTARGSOTGACACOGARRTGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCRATATTA 11700
TTHCCCTTRTTICCOCTRIGECTTTACRACTTATCAGT A TGRGAAGGAAARACTTATAA T
FIGURA 1D-20
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amp prom{11721, 11749) <«
!
11761 TIoARSCRTTTATCAGGG T TATTGTCTCATGAGCGGATACATATT TGAATGTATTTAGAE 11760
RACTTCOTAMATAGTC OCAATAACAGAGTEL TCRCCTATGTATARAC TTACATARRTCTT

11781 RARTAAACARATAGLEGGTTLUGOSCACATTICOCCERRAARGTCCCACCTGACGTCTAAGR 11820
TITATTTSTTTATCCCOAAGBCGLGTGTAMGGGGC TTT TCACGOTGOACTGCAGRTTCT

11821 ARCCATTATTATCATGRCATTARCCTATARRRATAGGUGTRICACGAGGCOCTTICOTCT 118480
TTIGGTAATAATAGTAC TGT AATTGCRTATTITTATCCRCATAGTRCTC(LOGAAGCAGA

11881 TCAMGAATICAT 118%2
AGTTCTTAAGTA

FIGURA 1D-21

1. Sintesis separada de ganes CDopt y UPRT con sitios PSI1/Notl

ATG TAG A{G TAG
Coopi | pd - UPRT | pA
PSiT-"Notl Psit~ “Kal1

2. Digerido con PSH y desarrollo de ligacion de extremo romo

A'T\G AT~ TAG @G
— Coopt | UPRT |pA}
PSIT- ~Not1

3. Eliminacion del codén de INICIO y DETENCION UPRT del gen CDopt mediante mutagenia dirigida a sitio

A{G TfG
—t Chapl UPRT | pA l-
PSH- ~Not?

4. Tamaiio del gen CDopt-UPRT: 1.3 kb
FIGURA 2A
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1. Sintasis de CDoptLIGADOR-UPRT: Insercién de mutagenia dirigida a sitio del ligador

ATG AT~ TG TfG
— CDot UPRT | pA
PSit- ~ Nat!
mutagenia dirigida a sitio’
AlG T//dG
— Dot UPRT | p4
PSIt- ~Nott

2. Tamafio del gen CDpot-Ligador-UPRT: 1.36 kb
FIGURA 2B

1. Sintesis separada del gen CDopt y el dominio OPRT con sitios PS{1/Not1

AlG 7.}46 AT TAG
Y \
— | coopt |2} —| orar |}
PSiT-"~Not! PSiT~ ~Not?
2. Digerido con PSH y desarrolla ligacién de extremo romo
ﬁ{G AFG~TAG Djs
coopt | oea7 [pal
PSH Kot

3. Efiminacién del codén de INICIO y DETENCION OPRT detf gen CDopt mediante mutagenia dirigida a sitio

A16 746
3 /
— Coopt | oea7T |pAl
Psi1- Hot]

4. Tamafio del gen CDopt-OPRT: 1.3 kb
FIGURA C
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1. Sintesis de CDopt-LIGADOR-OPRT: Ingercion de mutagenia dirigida a sitio del ligador

y 1Al
A me~ 1t Y
- Chopt OPRT I pA

PSIt~ Mot

-mutagenia dirigida a sitio

ATG TAG
\ /
—  Chopt OPRT {pAf=
PSH~ “Noti

2. Tamafio del gen CD-OPRT: 1.33 kb

FIGURA 2D

1. UB7 + AC3-yED2 (V)
2-U87 + ACE-yCD (V)

3 - U87 (noinfectado)

d « Estandares de Peso Molecular

FIGURA 3
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Vector de Comparacién 8 RG2/Dia
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LISTADO DE SECUENCIAS

Tocagen Ing,
Gruber, Harry E.
Jolly, Douglas
Perez, Omar

VECTORES DE TERAPIA DE GEN Y DESAMINASAS CITOSINA

00014-007w01

No se conoce adan
2009-09-26

Us 61/100, 666
2008-09-26

Us 61/120, 618
2008-12-08

Us 61/186,823
2009-06-13

22

PatentIn versicn 3.5
1

477

ADN
Saccharomyces cerevisiae

CDS
(1)..(477)

1

atg gtg aca gug gga atg gca agc
Met Val Thr Gly Gly Met Ala Ser

1

3

Att gee tat gag gay gey goc tta

Ile Ala

att gge
Ile Gly

ggt cac
Gly His
50

atc teo
Ile Ser

€3

gat acc
Asp Thr

Tyr Glu Glu Ala Ala Leu
20

gga tgt ctt atc aat aac
Gly Cys Leu Ile Asn Asn
35 40

aac atg aga ttt caa aaq
Asn Met Arg Phe Gln Lys
35

act ttyg gaa aac tgt ggq
Thr Leu Glu Asn Cys Gly
70

act ttg tat acg acg ctg
Thr Leu Tyr Thr Thr Leu
85

aag
Lys

ggt
Gly
25

aaa

Lys

gga
Gly

aga
Arg

tct
Ser

tgg
Trp
10

tac

Tyr

gac
AsSp

tcc
Ser

tta
Leu

cca
Pro

gat
Asp

aasa
Lys

dga
Gly

gce
ala

gag
Glu
75

tgc
Cys

cag
Gln

Jag
Glu

agt
Ser

aca
Thr
60

gg¢c
Gly

gac
Asp

aag ggt
Lys Gly

ggt gut
Gly Gly
30

gtt cte
Val Leu

cta cat
Leu His

asa gtyg
Lys Val

atg tgt
Met Cys

atg
Met
15

gtt
Val

agt
Gly

ggt
Gly

tac
Tyx

aca
Thr
9%

gac
Asp

cct
Pro

cgt
Arg

gag
Glu

aaa
Lys
80

ggt
Gly

18
96
144
192
240

288

f o™t



gce
hla

aat
Ash

gt
val

atc
Ile
145

atc
Ile

tte
Phe

gt
val
130

gat
Asp

<210>
<2il>»
<212>
<2i3>

<400

atc
Ile

aaa
Lys
115

gtt
Val

gaa
Glu

2
158
PRT

aty
Met
1040

agt
Jer

gtt
Val

aga
Arg

tat
Tyr

aaqg
Lys

gac
Asp

cct
Pro

ggt
Gly

ggc
Gly

gat
Asp

cag
Gin
150

att
Ile

9ag
Glu

gag
Glu
135

gat
Asp

cca
Pro

aaa
Lys
120

agg
Arg

tag
Trp

Saccharomyces cerevisiae

2

Met Val Thr Gly Gly

1

Ile

Ile

Gly

Ile

65

Asp

Ela

Asn

Val

Ala

Gly

His

50

Ser

Thr

lle

Phe

Val
130

Tyr

Gly

33

Asn

Thr

Thr

Ile

Lys

115

val

Glu

20

Cys

Met

Leu

Leu

Met

100

Ser

Val

5

Glu

Leu

Arg

Glu

Tyr

85

Tyr

Lys

Asp

Met

Ala

Iie

Phe

Asn

70

Thr

Gly

Gly

AsSp

Ala

Ala

ASn

Ile

Glu

Glu
135

Ser

Agn
40

Lys

Gly

Pro

Lys
120

Arg

cge
Arg
105

tat
Tyx

tgt
Cys

[ A
Phe

Lys

Gly

25

Lys

Gly

Arg

Ser

Arg

105

Cys

Lyt
Cys

tta
Leu

aaa
Lys

gaa
Glu

Trp

10

Tyr

Asp

Ser

Leu

Pro

90

Cys

Leu

Lys

gt
Val

caa
Gln

aag
Lys

gat
ASp
155

Asp

Lys

Gly

Ala

Glu

73

Cys

Val

Gln

Lys

gte
Val

act
Thr

atc
Ile
140

att
Ile

Gln

Glu

Ser

Thr

60

Gly

ASD

WVal

Thr

Ile
140

agt
Gly

aga
Arg
125

atg
Met

agt
Gly

Lys

Gly

val

45

Leu

Lys

riet

Gly

Arg

125

Met

gag
Glu
110

ggt
Gly

aad
Lys

gag
Glu

Gly

Gly

Leu

His

Val

Cys

Glu

110

Gly

Lys

aac
Asn

cac
His

caa
Gln

tag

Met

15

val

Gly

Gly

Thr

95

Asn

His

Gln

gtt
val

gag
Glu

Lttt
Phe

Asp

Pro

Arg

Glu

Lys

80

Gly

Val

Glu

Phe

336

384

432



Ile Asp Glu Arg Pro Gln Asp Trp Phe Glu Asp Ile Gly Glu

145

<210> 3
<211> 4

<212>
<213>

<220>

<223>

<220>
<221> CDS

<222>

<400> 3
atg gtyg aca
Met Val Thr

1

att
Ile

ate
Ile

ggt
Gly

atc
Ile
65

gat
Asp

gce
Ala

aat
Asn

gtt
Val

ate
Ile
145

gee
Ala

ggc
Gly

cac
His

teco
Ser

acc
Thr

atc
Ile

tte
Phe

gtt
vVal
130

gat
Asp

<210> 4
<211> 1

1

ADN
Secuencia Artificial

tat
Tyr

gga
Gly

aac
Asn

act
Thr

act
Thr

atc
Ile

aaa
Lys
115

gtt
val

gaa
Glu

58

gag
Gly

gag
Glu
20

tgt
Cys

atg
Met

ttg
Leu

tty
Leu

ata
Met
100

agt

Ser

gtt
val

aga
Arg

{1}..(477)

gga
Gly
5

Jag
Glu

ctt
Leu

aga
Arg

gaa
G1lu

tat
Tyr
85

tat
TyY

aag
Lys

gac
AsSp

cet
Pro

150

atg
Met

gcg
Ala

atc
Ile

ttt
Phe

aac
As=n
70

acyg
Thr

gat
Gly

ggc
Gly

gat
AsSp

cag
Gin
150

Desaminasa citosina

gca
Ala

tta
Leu

aat
Asn

caa
Gln
55

tgt
Cys

acqg
Thr

act
Ile

gag
Glu

gag
Glu
135

gat
Asp

155

construida por ingenieria

age
Ser

tta
Leu

aac
Asn
40

aag
Lys

gyg
Gly

ctg
Leu

cca
Pro

saa
Lys
120

agg
Arg

tag
Trp

aag
Lys

ggt
Gly
25

aaa
Lys

gga
Gly

aga
Arg

tct
Ser

ege
Arg
105

tat

Tyr

tgt
Cys

trt
Phe

tJg
Trp

10

tac
Tyr

gac
Asp

tce
Ser

tta
Leu

cca
Pro
90

tygt
Cys

tta
Leu

aga
Lys

gaa
Glu

gat
Asp

aaa
Lys

gga
Gly

gce
Ala

gag
Glu
73

tge
Cys

o} ffe!
val

caa
Gln

aag
lys

gat
Asp
133

cag
Gln

gag
Glu

agt
Ser

aca
Thr

ggc
Gly

gac
Asp

atg
Ile

act
Thr

tta
Leu
140

att
Ile

aag
Lys

ggt
Gly

gtt
val
45

cta
Leu

aaa
Lys

atg
Met

ggt
Gly

aga
Arg
125

atg
Met

ggt
Gly

ggt
Gly

ggt
Gly
30

cte
Leu

cat
His

gtg
Val

tgt
Cys

gag
Glu
110

ggt
Gly

aaa
Lys

gag
Glu

atg
Met
15

gtt
val

ggt
Gly

ggt
Gly

tac
Tyr

aca
Thr
a5

aac
Asn

cac
His

caa
Gln

tag

gac
Asp

ecet
Pro

cgt
Arg

gag
Glu

aaa
Lys
80

ggt
Gly

gtt
val

gag
Glu

ttt
Fhe

48

96

144

ig2

240

288

336

384

432

977

——F



«<212> PRT
<213>

<220>
<223

<400> 4
Met Val Thr
1

Ile Ala Tyr

Ile Gly Gly

Gly His Asn
50

Ile Ser Thr
65

Asp Thr Thr

Ala Ile Ile

Azn Phe Lys
115

Val val val
130

Ile Asp Glu
145

<210> 5

<211> 480
<212> DDN
<213>

<220>
<223>

220>
<221> CDS
<222>

Gly

Glu
20

Cys

Met

Leu

Leu

Met

100

Ser

Val

Arg

Gly

Glu

Leu

Aryg

Glu

Tyr

85

Tyr

Lys

Asp

Pro

{ly..(480)

Met

Ala

Ile

Phe

Asn

70

Thr

Gly

Gly

Asp

Z1ln
150

Secuencia Artificial

Ala

Leu

A3n

Gln

35

Cys

Thr

Ile

Glu

Glu

135

Asp

Secuencia Artificial

Construccion Sintética

Ser

Leu

Asn

10

LYS

Gly

Leu

Fro

Lys

120

Arg

TLp

Lys

Gly

Lys

Gly

Arg

Ser

hrg

105

Tyr

Cys

FPhe

Trp

10

Tyr

Asp

Sar

Pro
90

Cys

Lys

Glu

Asp

Lys

Gly

ala

Glu

15

Cys

val

Gln

Lys

Aszp
155

Gin

Glu

Ser

Thr

80

Gly

Asp

Ile

Thr

Leu
140

Ile

Lys

Gly

Val

45

Leu

Lys

Met

Gly

Aryg

125

Met

Gly

Gly

Gly

30

Leu

His

Val

Cys

Glu

110

Gly

Lys

Glu

Desaminasa citosina optimizada de cedén humanc

Het

1%

Val

Gly

Gly

Tyr

Thr

95

Asn

His

Gln

Asp

Bre

Arg

Glu

Lys

80

Gly

val

Glu

Phe



<400>
atg gty ace
Met Val Thr

1

atec
Ile

atc
Ile

gac
Gly

atc
Ile
65

gac
Asp

gct
Ala

aac
Asn

gtg
val

ate
Ile
145

gct
Ala

ggc
Gly

cac
His

tcc
Ser

acc
Thr

atc
Ile

tte
Phe

gtg
val
130

gac
Asp

<210>
<211>
<212>

<213>

220>

<223>

<400>

5

tac
Tyr

ggc
Gly
35

aac
Asn

acc
Thr

acc
Thr

ate
Ile

aay
Lys
115

gtt
Val

gag
Glu

6
158

PRT

6

dge
Gly

gag
Glu
20

tgt
Cys

atg
Met

ctg
Leu

ctg
Leu

atg
Met
100

tce

Ser

gtt
val

agyg
Arg

ggc
Gly

gag
Glu

ctg
Leu

agyg
Arg

gag
Glua

tac
Tyr
a5

tac

Tyr

aay
Lys

gac
Asp

cet
Pro

atyg
Met

gee
Ala

ate
Ile

ttc
Phe

aac
Asn
70

ace
Thr

ggc
Gly

ggc
Gly

gat
Asp

cag
Gln
150

gee
Ala

gca
Ala

aac
Asn

cag
Gln
55

tgt
Cys

ace
Thr

atc
Ile

gag
Glu

gag
Glua
135

gac
Asp

Secuencia Artificial

tce
Ser

ctg
Leu

aac
Asn
40

aag
Lys

agc
Gly

ctg
Leu

cct
Pro

aag
Lys
120

agg
Arg

tgg
Trp

Construccidn Sintética

Met Val Thr Gly Gly Met Ala Ser

1

]

Ile Ala Tyr Glu Glu Ala Ala Leu

20

aag tygyg
Lys Trp

ggc tac
Gly Tyr

aag gac
Lys Asp

ggc tcc
Gly 3er

agg ctg
Arg Leu

tcc cot
Ser Pro
90

agg tgt
Arg Cys
105

tac ctg
Tyr Leu

tgt aag
Cys Lys

tte gag
Phe Glu

gat
Asp

a2ag
Lys

gge
Gly

aco
Ala

dag
Glu
75

tgt
Cys

gtg
val

caa
Gln

aag
Lys

gat
Asp
155

caa
Gln

gag
Glu

agt
Ser

acc
Thr
60

ggc
Gly

gac
Asp

gtc
val

ACC
Thr

atc
Ile
140

ate
Ile

aag
Lys

gge
Gly

atg
val
45

ctg
Leu

aag
Lys

atg
Met

ggc
Gly

agy
Arg
125

atg
Met

aqc
Gly

Lys Trp Asp Gln Lys

10

Gly Tyr Lys Glu Gly

25

gge
Gly

gge
Gly

ctyg
Leu

cac
His

gtg
VYal

tgt
Cys

gag
Glu
110

gge
Gly

aag
Lys

gag
Glu

Gly

aty
Met
15

gtg
Val

agc
Gly

ggc
Gly

tac
Tyr

acc
Thr
a5

aac
Asn

cac
His

cag
Gln

tga

et
15

gat
Asp

cct
Pro

299
Axg

gag
Glu

aag
Lys
80

ggc
Gly

gtg
val

gag
Glu

ttc
Phe

taa

Asp

Gly Val Pro

30

Ile Gly Gly Cys Leu Ile Asn Asn Lys Asp Gly Ser Val Leu Gly Arg

43

a6

144

192

240

288

338

384

432

480



Gly

Ile

Asp

Ala

Ash

val

Ile
145

His

Ser

Thr

Ile

Fhe

Val

130

asp

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>

<400>
atg aac ceg

Met
1

ctt
Leu

ctg
Leu

caa
Gln

aca
Thr
65

Asn

ata
Ile

caa
Gln

aca
Thr

act
Tht

35

Asn

Thr

Thr

Ile

Lys

115

val

Glu

4
156
ADN

Met Arg

Leu Glu

Leu Tyr

85

MerL Tyr

100

Ser Lys

val Asp

Arg Pro

Phe

Asn

70

Thr

Gly

Gly

Asp

Gln
150

Gln

35

Cys

Thr

lle

Glu

Glu

135

Asp

40

Lys

Gly

Lau

Pro

Lys

120

Arg

Trp

Saccharomyces cerevisiae

cDs
(1)..

7

Pro

tat
Tyr

aan
LyS
35

aac

Asn

aga
Arg

{756)

tLas ttc
Leu Phe

tat cca
Tyr Pro
20

atg tct
Met Ser

caa ttg
Gln Leu

cct gat
Pro Asp

ttt
Phe

aac
Asn

tcg
Jer

ctg
Leu

ttc
Phe
0

tty
Leu

aga
Lys

gaa
Glu

agt
Gly
335

att
Ile

get
Rla

agyg
Gly

cca
Pro
40

ttg

ttc
Phe

Gly

Arg

Ser

Arg
105

Tyr

Cys

Phe

tet
Ser

tet
Ser
25

ttt
Phe

tac
Tyzr

tac
Tyr

Ser

Leu

Pro

Cys

Leu

Lys

Glu

cca
Pro
10

tte
Phe

aag
Lys

ACC
Thr

tece
Ser

Ala

Glu
75

Cys

val

Gln

Lys

Asp
133

tte
Fhe

gtt
val

aac
Asn

atc
Ile

gat
Asp
75

Thr
60

Gly

Asap

val

Thr

lle
140

Ile

tty
Leu

age
Ser

gtc
val

atc
Ile
60

aga
Arg

43

Leu

Lys

Met

Gly

Arg
125

Met

Gly

tac
Tyr

aaa
Lys

tac
Tyr
45

aga

Arg

atc
Ile

His

Val

Cys

Glu

110

Gly

Lys

Glu

ctt
Leu

cct

Pro

ttg
Leu

aat
Asn

atc
Ile

Gly

Tyr

Thr
a5

Asn

Hisg

Gln

aca
Thr
15

aga

Arg

cta
Leu

aaq
Lys

aga
Arg

Glu

Lys
80

Gly

Yal

Glu

Phe

tat
Tyr

aat
Asn

cct
Pro

aat
Asn

teg
Leu

80

48

96

144

192

240



ttg
Leu

gaa
Glu

atc
Ile

tta
Ley

agyg
Arg
145

gag
Glu

acc
Thr

gtt
Val

999
Gly

ggt
Gly
225

ttg
Leu

gte
val

act
Thr

gt
Cys

aga
Arg
130

gac
Asp

gat
Asp

ggt
Gly

aag
Lys

att
Ile
210

gee

Ala

ggt
Gly

«210>
<211>
<212>
<213>

<400>

gaa
Glu

gac
Asp

ggt
Gly
115

gac
Asp

gag
Glu

ata
Ile

ggt
Gly

cca

Pro
195

gaa
Glu

cte
Leu

gac
Asp

8
251
PRT

qaa
Glu

ace
Thr
100

gtt
Val

tgt
Cys

gag
Glu

tct
Ser

agt
Ser
180

gag
Glu

aaa
Lys

gac
Asp

ttt
Phe

ggt
Gly

aac
Asn

Tee
Ser

tgt
Cys

act
Thr

gaa
Glu
165

gct
Ala

aga
Axg

tac
Tyr

aga
Arg

qgt
Gly
245

ttg
Leu

gaa
Glu

att
Ile

agy
Arg

gct
Ala
150

agg
Arg

atc
Ile

att
Ile

cat
His

ggt
Gly
230

gac
Asp

aac
Asn

aac
Asn

gte
Vval

tct
Ser
135

tta
Leu

tat
Tyr

atyg
Met

tac
Tyr

gce
Ala
215

<ta

Leu

aga
Arg

cat
His

ttc
Phe

aga
Arg
120

gtg
Val

cca
Pro

gtc
Val

gct
Ala

tte
Phe
200

gce
Ala

gat
Asp

tac
Tyr

Saccharomyces cerevisiae

8

Met Asn Pro Leu Phe Phe Leu Ala

1

5

Leu Ile Tyr Tyr Pro Asn Lys Gly

20

cta
Leu

gaa
Glu
105

get
Ala

cgt
Arg

aaqg
Lys

tte
Phe

aca
Thr
185

tta

Leu

tte
Phe

gaa
Glu

tac
Tyr

cet
Pro
90

ggt
Gly

gyt
Gly

atc
Ile

tta
Leu

cta
Leu
170

gaa
G1lu

aac
Asn

cca
Pro

aac
Asn

tgt
Cys
250

gty
Val

gtc
val

gaa
Glu

ggt
Gly

ttc
Phe
153

tta
Leu

gtc
Val

CcTtA
Leu

gag
Glu

aag
Lys
235

gtt
Val

caa
G1n

tca
Ser

teq
Ser

aaa
Lys
140

tac

Tyr

gac
Asp

ttg

ate
lle

gtc
val
220

tat
Tyr

taa

aag
Lys

tte
Phe

atg
Met
125

att
Ile

gaa
Glu

cca
Pro

att
Ile

tgt
Cys
205

aga
Arg

cta
Leu

caa
Gln

atg
Met
110

gag
Glu

tta
Leu

adad
Lys

atg
Met

aag
Lys
190

agt

Ser

att
Ile

gtt
Val

att
Ile
g5

ggt
Gly

cdaa
Gln

att
Ile

tta
Leu

ctg
Leu
175

aga

Arg

aaqg
Lys

gtt
Val

cca
Pro

gtg
Val

aaa
Lys

gga
Gly

caa
Gln

cca
Pro
160

gcc
Ala

ggt
Gly

gaa
Glu

act
Thr

999
Gly
240

Ser Pro Phe Leu Tyr Leu Thr Tyr

10

15

Ser Phe Val 8er Lys Pro Arg Asn

25

30

288

336

k2|

432

480

528

576

624

672

720

756



Leu Gln

Gln Thr
50

Thx Thr
65

Leu Val

Glu Thr

Ile Cys

Leu Arg
130

Arg Asp
145

Glu Asp

Thr Gly

Vval Lys

Gly Ile
210

Gly Ala
225

Leu Gly

<210>
<211>»
<212>
<213>

Lys

35

Asn

Arg

Glu

Asp

Gly

115

Asp

Glu

Ile

Gly

Pro

195

Glu

Leu

Asp

9
1443

ADN
LY

Met

Gln

Pro

Glu

Thr

100

Val

Cys

Glu

Ser

Ser

180

Glu

Lys

Asp

Phe

Ser

Leu

Asp

Gly

85

Asn

Ser

Cys

Thr

Glu

185

Ala

Arg

Tyr

Axrg

Gly
245

sapiens

Ser

Phe

10

Leu

Glu

Ile

Arg

Ala

150

Arg

Ile

Ile

His

Gly

230

Asp

Glu

Gly

Ile

Asn

Asn

val

Ser

135

Leu

Tyr

Met

Tyr

Ala

213

Leu

Arg

Pro

40

Leu

Phe

His

Phe

Arg

120

Val

Pro

Val

Ala

Phe

200

Ala

Asp

Tyr

Phe

Tyr

Tvr

Leu

Glu

105

Ala

Arg

Lya

Phe

Thr

185

Leu

Phe

Glu

Tyr

Lys

Thr

Ser

Bro

a0

Gly

Gly

Ile

Leuw

170

Glu

Asn

Pro

Asn

Cys
250

Asn

Ile

Asp

15

Val

val

Glu

Gly

Fhe

155

Leu

Val

Leu

Glu

Lys

235

Val

Val

Ile

60

Axrg

Gln

Ser

Ser

Lys

140

Tyr

Asp

Leu

I1le

Val

220

Tyt

Tyr

45

Arg

Ile

Lys

Phe

Het

125

Ile

Glu

Pro

Ile

Cys

205

Arg

Leu

Asn

Ile

Gln

Met

110

Glu

Leu

Lys

Met

Lys

190

Ser

Ile

Val

Leu

Lys

Arg

Ile

95

Gly

Gln

Ile

Leu

Leu

175

Ary

Lys

val

Pro

Pro

Asnh

Leu

8g¢

Val

Lys

Gly

Gln

Pro

160

Ala

Gly

Glu

Thr

Gly
240

A



«220>
<221>
<222>

<400>
atg gct gtt
Met Ala Vval

1

gat
Asp

tet
Ser

ctt
Leu

ggt
Gly
65

ctt
Leu

cgt
Arg

att
Ile

agt
Gly

asa
Lys
149

gat
Asp

tct
Ser

act
Thr

gct
Ala

gtt
Val

tet
Ser

ctt
Leu
50

att
Ile

get
ala

aaa
Lys

aat
Asn

tce
Ser
130

gt
val

Aaa
Lys

aaa
Lys

gtt
val

aat
Asn
210

CDs

(1)..11443)

9

caa
Gln

cct
Pro
35

tct
Ser

tet
Ser

act
Thr

gaa
Glu

cct
Pro
115

tct
Ser

act
Thre

ctt
Leu

atg
Met

ggt
Gly
19%

cat
His

gct
Ala

gct
Ala
20

att
Ile

caa
Gln

Lttt
Fhe

gLt
Val

act
Thr
100

ggt
Gly

gtt
Val

gat
RSP

caa
Gln

ctt
Leu
180

cgt
Axg

aat
Asn

cqgt
Arg
5

ttt
Phe

tat
Tyr

gttt
val

gat
Asp

att
Ile

85

aaa
Lys

gaa
Glu

ctt
Leu

gect
Ala

gct
Ala
165

gaa
Glu

gtt
Val

ggt
Gly

gct
Ala

aaa
Lys

att
Ile

get
ala

act
Thr
0

tgt
Cys

gat
Asp

act
Thr

gaa
Glu

att
I1le
150

cat

His

att
Ile
aaa
Lys

tct
Ser

gct
Ala

tLe
Phe

gat
Asp

gat
Asp
55

gtt
Val

tect
Ser

tat
Tyr

tgt
Cys

act
Thr
135

[«1 9 4
val

ggt
Gly

crt
Leu

cgt
Arg

cct
Pro
215

ctt
Leu

ggt
Gly

ctt
Leu
40

att
Ile

tat
Cys

act
Thr

ggt
Gly

ctt
Lev
120

gtt
Val

ctt
Lau

att
Ile

gaa
Glu

Tttt
Phe
200

ctt
Leu

ggt
Gly

gat
Asp
23

cgt
Arg

ctt
Leu

=1
Gly

aat
Asn

act
Thr
105

att
Ile

gaa
Glu

ctt
Leu

cgt
Arg

caa
Gln
185

att
Ile

tct
Ser

cct
Pro
10

ttt
Fhe

ggt
Gly

Lttt
Phe

gtt
val

caa
G1n

90

aad
Lys

att
Ile

gtt
Yal

gat
Asp

ctt
Leu
170

cda

Gln

caa
Gln

att
Ile

ctt
Leu

gtt
val

att
Ile

can
Gln

cet

Pro
75

att
Ile

cgt
Arg

gaa
Glu

ctt
Ien

cdt
Arg
155

cat

His

aaa
Lys

gaa
Glu

aaa
Lys

gtt
val

ctt
Leu

gtt
val

act
Thr
60

tat
Tvr

cet
Bro

cLt
Leu

gat
Asp

caa
Gln
140

gaa
Glu

tct
Ser

aaa
Lys

aat
Asn

gaa
Glu
220

act
Thr

aza
Lys

tct
Ser
45

get
Ala

act
Thr

atg
Met

gtt
Val

gtt
Val
125

aaa
Lys

caa
Gln

gtt
val

gtt
val

gttt
Val
205

gct
Ala

ggt
Gly

tct
Ser
30

cgt
Arg

caa
Gln

gct
Ala

ctt
Leu

gaa
Glu
110

gtt
Val

gaa
Glu

ggt
Gly

tgt
Cys

gat
Asp
150

tee
Phe

cct
Pro

ctt
Leu
15

ggt
Gly

cct
Pro

aat
Asn

ctt
Leu

att
Ile
95

ggt
Gly

act
Thr

ggt
Gly

gge
Gly

act
Thr
175

gct
Ala

gtt
Val

aaa
Lys

tat
Tyr

ctt
Leun

cgt
Arg

gct
Ala

cect
Fro

cqt
Arg

act
Thr

tct
Ser

ctt
Leu

aaa
Lys
160

cLL

Leu

gaa
Glu

get
Ala

gaa
Glu

48

926

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672



ctt
Len
225

tct
Ser

tet
Ser

ctt
Leu

gat
Asp

cat
His
305

act
Thr

gct
Ala

ggt
Gly

get
Ala

gct
Ala
385

att
Ile

cct
Pro

aat
Asn

gtt
val

tet
Ser

aaa
Lys

get
Ala

ggt
Gly

Lttt
Phe
2%0

gaa
Glu

gtt
Vval

gat.
Asp

ctt
Leu

gaa
Glu
370

gct
Ala

tct
Ser

ggt
Gly

tct
Ser

ggt
Gly
450

ttt
Phe

ctt
Leu

gat
Asp

cct
Pro
275

act
Thr

ttt
Phe

aaa
Lys

ctt
Leu

caa
Gln
355

atyg
Met

gtt
Val

gt
Gly

gtt
Val

cet
Pro
435

cgt
Arg

gge
Gly

ctt

gre
Val
260

tce
Ser

ctt
Leu

ctt
Leu

aaa
Lys

gte
Val
340

gaa
Glu

tect
Serx

cgt
Arg

tet
Ser

caa
Gln
420

caa

Gln

ggt
Gly

get
Ala

cgt
Arg
245

tct
Ser

att
Ile

gat
Asp

att
Ile

caa
Gln
325

aat
Asn

gtt
val

tect
Serx

atg
Met

cgt
Arg
405

ctt

Leu

gaa
Glu

att
Ile

eyt
Arg
230

ctt
Leu

1144
Leu

tgt
Cys

gt
Val

ttt
Phe
310

tat
Tyy

get
Ala

ggt
Gly

act
Thr

gct
Ala
380

gtt
Val

gaa
Glu

gtt
Val

att
Tle

get
Ala

atg
Met

gct
Ala

atg
Met;

atg
Met
285

gaa
Glu

gaa
Glu

cat
His

ctt
Leu

ggt
Gly
375

gaa
Glu

ter
Ser

gct
Ala

att
Ile

tct
Ser
455

gAA
Glu

caa
Gln

cgt
Arg

ctt
Leu
280

aaa
Lys

gat
Asp

gyt
Gly

gtt
Val

cct
Pro

360

tct
Ser

gaa
Glu

atg
Met

ggt
Gly

agt
Gly
440

gct
Ala

ctt
Leu

aaa
Lys

gaa
Glu
265

aaa
Lys

gaa
Glu

cgt
Arg

ggt
Gly

gtt
val
345

ctt
Leu

ctt
Leu

cat
His

aaa
Lys

agt
Gly
425

aaa

Lys

act
Ala

10

cet
Pro

aaa
Lys
250

ctt
Leu

act
Thr

ctt
Leu

aaa
Lys

att
Ile
330

cct
Prao

cat
His

get
Ala

tct
Ser

cct
Pro
410

gat
Asp

cgt
Arg

gat
A3p

gt
Arg
235

gaa
Glu

ctt
Leu

cat
His

att
Ile

ttt
Phe
3als

ttt
Phe

ggt
Gly

cgt
Arg

act
Thr

gaa
Glu
395

gaa
Glu

aat
Asn

gt
Gly

cgt
Arg

att
Ile

act
Thr

caa
Gln

gtt
Val

act
Thr
300

gct
Ala

aaa
Lys

cet
Ser

ggt
Gly

ggt
Gly
380

ttt
Phe

ttt
Phe

ctt

tct
Sar

ctt
Leu
4160

cat
His

aat
Asn

ctt
Leu

gat
Asp
285

ctt
Leu

gat
Asp

att
Ile

ggt
Gly

tgt
Cys
365

gat
Asp

gtt
Val

ctt
Leu

ggt
Gly

gat
Asp
445

gaz
Glu

cet
Bro

ctt
Leu

get
Ala
270

att
Ile

gct
Ala

att
Ile

gct
Ala

gtt
val
350

ctt
Leu

tat
Tyr

gtt
val

cat
His

caa
Gln
430

att
Ile

got
Ala

gtt
Val

tgt
Cys
255

gat
Asp

ctt
Leu

adaa
Lys

ggt
Gly

tet

Ser
335

gtt
val

ctt
Leu

act
Thr

ggt
Gly

ctt,
Leu
415

caa

Gln

att
Ile

gct
Ala

get
Ala
240

cet
Leu

gct
Ala

aat
Asn

tgt
Cys

aat
Asn
320

toy
Trp

AAA
Lys

att
ile

cgt
Arg

ttt
Fhe
400

act
Thr

tat
Tyr

att
Ile

gaa
Glu

720

768

816

8864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1286

1344

1392



ATy tat cgn
Met Tyr Arg

465

Laa

<214~
<21t
212>
<213>

<400

-~

18

LY: 1¢!
ERT
horo

in

Met Ala Vai

Ser

Lew

Arg

Lys
145

Asp

Val

Ser

Leu

Iie

Ala

Lys

Asn

 Ser

130

Val

Lys

Lys

Gln

Sex

Thr

Glu

Pro

113

Ser

Thy

Lau

Mez

11

aaa gct gobt tgg gaa got tat ottt Tot cgt ottt gght got
Lys Ala Ala Trp Gia Ala 1yr Leu Ser Arg Leu Gly Val

&la

Ala
20

ile

> GLln

Phe A

alk

Thr

100

Gly

Val

Gln

Leu
159

Ehe

val

fle

85

Lys

Glu

Ly

Ala

Ala

Glu

272

Ala

Thr
G

Cys

Aep

Glu

ile
259

Ele

Ala

Bhe

Asp

Aspr

Yal

Cvys

The
135

Val,

@iy

Lew

40

Iie

Thr

Giy

L=2u

120

Val

T

; Iie

Gly Pro

Asp Pho
25

rg Gly

Gly val

Asn Gln
90

Thr Lys
105

1ie Ile

Glu val

Gia Gln
185

473

Leu

Val

Itz

Gln

Pro

1l1=

Arg i

Glu

Léy

Arq
155

: Kia

Lys i

Ley |

Val

ASP
Gln
140

Glu

Ser

The @

Ser

- Ala

Thr

Met

Val

val

125

Lys

Gl

Yal

val

Scr

30

Ard

Gln

Ala

Leu

Glu

110

wal

Glu

Gly

Cys

Asp
190

Leq

15

Gly

Pro

Asn

Ile

95

Gly

Thr

Gy

Gly

Thr

175

Ala

480

Tyr

Ala

DY

Arg

Thr

Ser

Lys
160

Lau

1440

1443

|



Thr

Ala

Leu

225

Ser

Ser

Leu

Asp

His

308

Thr

Ala

Gly

Ala

Ala

385

Ile

Pro

Val

Asn

210

Ser

Lys

ala

Gly

Phe

290

Glu

Val

ASp

Leu

Glu

370

Ala

Ser

Gly

Gly

195

Hisg

FPhe

Leu

Asp

Pro

275

Thr

Fhe

Lys

Leu

Gln

355

Met

val

Gly

vVal

Arg

Asn

Gly

Leu

Val

260

Ser

Leu

Leu

Lys

Val

340

Glu

Ser

Arg

Ser

Gln
420

val

Gly

Als

Axrg

245

Ser

Ile

Asp

Ile

Gln

325

Asn

Val

Ser

Met

Arg

405

Leu

Lys

Ser

Arg
230

Cys

Val

Phe

310

Tyr

Ala

Gly

Thr

Ala

320

Val

Glu

Arg

Pro

215

Ala

Met

Ala

Met

HMet

295

Gliu

Glu

His

Leu

Gly

375

Glu

Serx

Ala

Phe

200

Leu

Glu

Gln

Arg

Leu

280

Lys

Asp

Gly

Val

Pro

360

Ser

Gluo

Met

Gly

12

Ile

Ser

Leu

Lys

Glu

265

Lys

Glu

Arg

Gly

val

345

Ley

Leu

His

Lys

Gly
425

Gln

Ile

Pro

Lys

250

Thr

Lys

Ile

330

Pro

His

Ala

Ser

Pro

410

Asp

Glu

Lys

Arg

235

Glu

His

Ile

Phe

315

Phe

Gly

Arg

Thr

Glu

395

Glu

Asn

Asn

Glu

220

Ile

Thr

Gln

val

Thr

300

Ala

Lys

Ser

Gly

Gly

380

Phe

Phe

Leu

Val

205

Ala

His

Asn

Leu

Asp

285

Asp

Ile

Gly

Cys

365

Agp

val

Leu

Gly

Phe

Pro

Pro

Leu

ala

270

Ile

Ala

1le

Ala

Val

350

Leu

Tyr

Vval

His

Gln
430

Val

Lys

val

Cys

255

Asp

Leu

Lys

Gly

Ser

335

val

Leu

Thr

Gly

Leu

415

Gln

Ala

Glu

Ala

240

Leu

Ala

Asn

Cys

Aan
320

Txp

Lys

Ile

AYg

Phe

400

Thr

Tyr



13

Asn Ser Pro Gln Glu Val Ile Gly Lys Arg Gly Ser

435 440

Val Gly Arg Gly Ile Ile Ser Ala Ala Asp Arg Leu
450 455

Met Tyr Arg Lys Ala Ala Trp Glu Ala Tyr Leu

485

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<2Z21>
<222>

<400>

470 475

11

1227

ADN

Secuencia Artificial

Construccion de fusidén CDopt-UPRT

cps
(1)..41227)

11

atyg gty ace ggc gge atg gec toc aag tgg gat
Met Val Thr Gly Gly Met Ala Ser Lys Trp Asp

1

S 10

atc gct tac gag gag gcc ctg ctg ggec tac aag
Ile Ala Tyr Glu Glu Ala Leu Leu Gly Tyr Lys

atc ggc ggc tgt ctg atc aac aac aag gac ggc
Ile Gly Gly Cys Leu Ile Asn Asn Lys Asp Gly

gge cac aac atg agg ttc cag aag ggc toc gcee
Gly His Asn Met Arg Phe Gln Lys Gly Ser Ala

50

5%

atce tcc ace ctg gag sac tgt gge agg ctyg gag
Ile Ser Thr Leu Glu Asn Cys Gly Arg Leu Glu

65

70 15

gac acc acc ctg tac acc acc ctg tee cet tgt
Asp Thr Thr Leu Tyr Thr Thr Leu Ser Pro Cys

85 80

gct atc atc atg tec ggc atc cct agg tgt gtg
ARla Jle Ile Met Tyr Gly Ile Pro Arg Cys Val

100 145

aac Lic aag tcc aaqg gge gag aag tac ¢ty caa
Asn Phe Lys Ser Lys Gly Glu Lys Tyr Leu Gln

115 120

gtg gtg gtt gtt gac gat gag agg tgt aag aag
Val Val val Val Asp Asp Glu Arg Cys Lys Lys
130 135

460

Ser

caa
Gln

gag
Glu

agt
Ser

acc
Thr
60

gg¢
Gly

gac
Asp

atc
Ile

ace
Thr

ctg

140

Asp Ile Ile Ile

445

Glu

Arg

aaq
Lys

ggc
Gly

gtg
Val
45

ctyg
Leu

aag
Lys

atg
Met

ggc
Gly

agg
Arg
125

atg
Met

Ala Ala Glu

Leu Gly Val

gge
Gly

ggc
Gly

ctg
Leu

cac
His

gty
Vval

tgt
Cys

gag
Giu
110

gge
Gly

aag
Lys

atg
Met
15

gtg
val

gg¢
Gly

ggc
Gly

tac
Tyr

ace
Thr
a5

aac
Asn

cac
His

cag
Gln

480

gat
Asp

cct
Pro

adg
Arg

gag
Glu

aag
Lys
80

ggc
Gly

gtg
val

gag
Glu

tte
Phe

48

96
144
182
240
288
336
384

432

e



atc
Ile
145

tta
Leu

tat
Tyr

atg
Met

caa
Gln

cct
Pro
225

gaa
Glu

ace
Thr

gtt
val

tgt
Cys

gog
Glu
305

tet

Ser

agt
Ser

gag
Glu

aaa
Lys

gac
Asp

tte
Phe

cea
Pro

tct
Ser

ttg
Leu
210

gat
Asp

ggt
Gly

sac
Asn

tce
Ser

tgt
Cys
290

act
Thr

gaa
Glu

get
Ala

aga
Arg

tac
Tyr
37¢

gag
Glu

ttt
Phe

aac
Asn

tcg
Serx
195

ctg
Leu

ttc
Phe

ttg
Lew

gaa
Glu

att
Ile
275

agg
Arg

gct
Ala

agg
Arg

atc
Ile

att
Tie
355

cat
His

agyg
Arg

ttg
Leu

aaa
Lys
180

gaa
Glu

ggt
Gly

att
Ile

aac
Asn

aac
Asn
260

gtc
Val

tet
Ser

tta
Leu

tatc
Tyr

atg
Met
340

tac

Tyr

gce
Ala

cct
Pro

gct
Ala
165

g9g
Gly

cca
Pro

ttg
Len

tte
Phe

cat
His
24%

tee
Phe

aga
Arg

gtg
Val

cCca
Pro

gte
vVal
325

got
Als

tte
Phe

gcc
ala

cag
Gln
150

tect
Ser

tet
Ser

ttt
Phe

tac
Tyr

gac
Asp

cca
Pro

LL¢
Phe

aag
Lys

ace
Thr

215

tac
Tyr
230

cta

gaa
Glu

gct
Ala

eyt
Axrg

aag
Lys
310

tte
Phe

aca
Thr

tta
Leu

ttc
Phe

tee
Ser

cct
Pro

gt
Gly

ggt
Gly

atc
Ile
295

tta
Len

cta
Leu

gaa
Glu

aac
A3n

cca
Pro
375

g
TEp

ttc
Phe

gtt
val

aac
Asn
200

atc
Ile

gat
Asp

gtg
Val

gte
val

gaa
Glu
280

ggt
Gly

ttc
Fhe

tta
Leu

gtc
val

cta
Leu
360

gag
Glu

ttc
Phe

ttg
Leu

age
Ser
185

gtc
val

atc
Ile

aga
Arg

caa
Gln

tea
Ser
265

tcg
Ser

asa
Lys

tac
Tyr

gac
Asp

ttg
Leu
345

atec
Ile

gtc
val

14

gag
Glu

tac
Tyr
170

aaa
Lys

tac
Tyr

aga
Aryg

atc
Ile

aag
Lys
250

tte
Phe

atg
Met

att
Ile

gaa
Glu

cca
Pro
330

att
Ile

Lyt
Cys

aga
Arg

gat
Asp
155

¢t
Leu

(ol d
Pro

ttg
Leu

aat
Asn

atc
Ile
235

caa
Gln

atg
Met

gag
Glu

tta
Leu

aaa
Lys
315

atg

Met

aag
Lys

agt
Ser

att
Ile

atc
Ile

aca
Thr

aga
Arg

cta
Leu

aagy
Lys
220

aga
Arg

att
Ile

ggt
Gly

caa
Gln

att
Ile
300

tta
Leu

ctg

aga
Arg

aag
Lys

gtt
val
380

ggc
Gly

tat
Tyr

aat
Asn

cct
Pro
205

aat
Asn

ttg
Leu

gtg
val

aaa
Lys

gga
Gly
285

caa
Gln

cca
Pro

gee
Ala

gagt
Gly

gaa
Glu
365

act
Thr

gag
Glu

ctt
Leu

cty
Leu
140

caa
Gln

aca
Thr

ttg
Leu

gaa
Glu

ate
Ile
270

tta
Leu

agg
Arg

gag
Glu

acc
Thr

gtt
val
350

gag
Gly

ggt
Gly

aac
Asn

ata
Ile
175

cdaa
Gln

aca
Thr

act
Thr

gttt
vVal

act
Thr
255

tyt
Cys

aga
Arg

gac
Asp

gat
Asp

ggt
Gly
335

aaqg

Lys

att
Ile

gec
Ala

ccg
Pro
160

tat
Ty

aaa
Lys

aac
Asn

aga
Ary

gaa
Glu
240

gac
Asp

ggt
Gly

gac
Asp

gaqg
Glu

ata
Ile
329

ggt
Gly

cca
Pro

gaa
Glu

ctc
Leu

480

528

376

624

672

720

768

816

go64

912

960

1008

1056

1104

1152



gac aga ggt cta gat
Asp Arg Gly Leu Asp
38s

ttt ggt gac aga tac
Phe Gly Asp Arg Tyr

405
<210> 12
<211> 408
<212> PRT
<213> '

<220>

15

gaa aac aag tat cta gtt cca ggg ttg ggt gac
Glu Asn Lys Tyr Leu Val Pro Gly Leu Gly Asp

390

tac tgt gtt taa

Tyr Cys Val

Secuencia Artificial

<223> Construccitén Sintética

<400> 12

Met val Thr Gly Gly
1 5

Ile Ala Tyr Glu Glu

Ile Gly Gly Cys Leu
35

Gly His Asn Met Arg
50

Ile Ser Thr Leu Glu
65

Asp Thr Thr Leu Tyr
85

Ala Ile Tle Met Tyr
100

Asn Phe Lys Ser Lys
115

val val Val Val Asp
130

Ile Asp Glu Axg Pro
145

Leu Phe Phe Leu Ala
165

Met

Ala

Ile

Phe

Asn

70

Thr

Gly

Gly

Asp

Gln

150

Ser

Ala

Leu

Asn

Gln

55

Cys

Thr

Ile

Glu

Glu

135

Asp

Pro

Ser

Leu

Asn

40

Lys

Gly

Len

Pro

Lys

120

Arg

Trp

Phe

Lys

Gly

Lys

Gly

Arg

Ser

Arg

105

TyYr

Cys

Phe

Leu

Trp

10

Tyr

Asp

Ser

Pro
90

Cys

Lys

Glu

Tyr
170

395

Asp

Lys

Gly

ala

Glu

73

Cys

val

Gln

Lys

Asp
155

Gln

Glu

Ser

Thr

60

Gly

Asp

Ile

Thr

Leu

140

Ile

Thr

Lys Gly

Gly Gly

Val Leu

45

Leu His

Lys Val

Met Cys

Gly Glu
110

Arg Gly

125

Met Lys

Gly Glu

Tyr Lsu

Mel

15

val

Gly

Gly

Tyr

Thr

95

Asn

His

Gln

Asn

Ile
175

400

Asp

Bro

Arg

Glu

Lys

80

Gly

val

Glu

Phe

Fro

160

Tyr

1200

1227



Tyr

Met

Gln

Pro

225

Glu

Thr

val

Cys

Glu

305

Ser

Ser

Glu

Lys

Asp

385

Phe

Pre

Ser

Leu

210

Asp

Gly

Asn

Ser

Cys

290

Thr

Glu

Ala

Arg

Tyr

31

Arg

Gly

Asn

Ser

195

Leu

Fhe

Leu

Glu

Ile

275

Arg

Ala

Arg

Ille

Ile

355

His

Gly

Asp

Lys

180

Glu

Gly

Ile

Asn

Asn

260

Val

Ser

Leu

Tyr

Met

340

Tyr

Ala

Leu

Arg

Gly

Pro

Leu

Phe

His

245

Phs

Arg

val

Pro

val

3258

Ala

Phe

Ala

Asp

Tyr
405

Ser

Phe

Tyr

Tyr

230

Glu

Ala

Arg

Lys

310

Phe

Thr

Phe

Glu
390

Tyr

Phe

Lys

Thr

215

Ser

Fro

Gly

Gly

Ile

295

Leu

Leu

Glu

Asn

Pro

375

Asn

Cys

val

Asn

200

Ile

Asp

Val

Val

Glu

280

Gly

Phe

Leu

Val

Leu

360

Glu

Lys

vVal

16

Ser

185

val

Ile

Arg

Gln

Ser

265

Ser

Lys

Tyr

Asp

Leu

345

Ile

val

Tyr

Lys

Tyr

Arg

Ile

Lys

250

Phe

Met

Ile

Glu

Pro

330

Ile

Cys

Arg

Lau

Pro

Leu

Asn

Ile

235

Gln

Met

Glu

Leu

Lys

315

Lys

Ser

Ile

val
395

Arg

Leu

Lys

220

Arg

Ile

Gly

Gln

Ile

300

Leu

Arg

Lys

val

380

Pro

Asn

Pro

205

Asn

Leu

Val

Lys

Gly

285

Gln

Pro

Ala

Gly

Glu

365

Thr

Gly

Leu Gln
i90

Gln Thr

Thr Thr

Leu Val

Glu Thr

255

Ile Cys
270

Leu Arg

Arg Asp

Glu Asp

Thr Gly

335

Val Lys

350

Gly Ile

Gly Ala

Leu Gly

Lys

Asn

Arg

Glu

240

Asp

Gly

Asp

Glu

Ile

320

Gly

Pro

Glu

Leu

Asp
400



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223

<220>
<221>
<222>

<400>
atg gtg acc
Met Val Thr

1

ate
Ile

atc
Ile

ggec
Gly

atc
Ile
65

gac
Asp

gct
Ala

adac
Asn

gtg
Val

atc
Ile
1435

ggc
Gly

ggc
Gly

get
ala

ggc
Gly

cag
His
50

tce
Ser

acc
Thr

atc
Ile

tte
Phe

atg
Val
130

gac

hsp

ggc
Gly

gcc
Ala

13
1287
ADN

Secuencia Artificial

17

Construccion de fusidén-Chopt-ligador-UPRT

CDs

(1)..(1287)

i3

tac
Tyr

ggc
Gly

aac
Asn

acc
Thr

ace
Thr

atec
Ile

aag
Lys
115

gtt
val

gag
Glu

gce
Ala

aac
Ash

ggc
Gly

gag
Glu
20

tgt
Cys

atg
Met

ctg
Leu

ety
Leu

atg
Met
100

tec
Ser

gtt
val

agg
Arg

tce
Ser

ceq
Pro

ggc
Gly

gag
Glu

ctg
Leu

agg
Arg

gag
Glu

tae
Tyr
85

tac
Tyrx

aag
Lys

gac
Asp

cct
Pro

ggc
Gly
16%

tta
Leu

atg
Met

gee
Ala

atc
Ile

ttc
Phe

asc
Asn
70

ance
Thr

ggc
Gly

ggc
Gly

gat
Asp

cag
G1n
150

ggc
Gly

ttc
Phe

gce
Ala

ctg
Leu

aac
AsSn

cag
Gln

tgt
Cys

ace
Thr

ate
Ile

gaqg
Glu

gag
Glu
135

gac

Asp

ggc
Gly

ttt
Phe

tce
Ser

ctg
Leuy

aac
Asn

aag
Lys

ggc
Gly

cty
Leu

cet
Pro

aag
Lys
120

agg
Arg

tag
Trp

gee
Ala

ctyg
Leu

aag
Lys

agc
Gly
25

aag
Lys

gge
Gly

agg
Arg

tee
Ser

agy
Axg
105

tac

TyT

tgt
Cys

tte
FPhe

tee
Ser

gct
Ala

tgg
Trp

tac
Tyr

gac
Asp

tee
Ser

ctg
Leu

cct
Pro
S0

tgt
Cys

ctg
Leu

aag
Lys

gag
Glu

ggc
Gly
170

tct
Ser

gat
Asp

aag
Lys

ggc
Gly

gee
Ala

gag
Glu
15

tgt
Cys

qgtg
Val

<aa
Gln

aag
Lys

gat
Asp
155

ggc
Gly

cCa
Pro

caa
Gln

gag
Glu

agt
Ser

acc
Thr
&0

ggc
Gly

gac
Asp

atc
Ile

QACC
Thr
ctg

140

atc
Ile

ggc
Gly

ttc
Phe

aag
Lys

ggc
Gly

gtg
val
45

ctg
Leu

aag
Lys

aty
Met

agc
Gly

agg
Arg
125

atg
Met

ggc
Gly

gcc
Ala

ttg
Leu

gagc
Gly

ggc
Gly
30

ctg
Leu

cac
His

gtg
val

Lyt
Cys

gag
Glu
110

gge
Gly

aag
Lys

gag
Glu

tce
Ser

tac
Tyr

atg
Mat
15

gty
val

ggc
Gly

ggc
Gly

tac
Ty:

acc
Thr

aac
Asn

cat
His

cag
Gln

tcc
Ser

ggc
Gly
175

ctt
Leu

gat.
Asp

cct
Pro

agyg
Arg

gag
Glu

aag
Lys
80

gge
Gly

qtg
Val

gag
Glu

ttc
Phe

qgc
Gly
160

ggc
Gly

aca
Thr

18

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576



tat
Tyrxr

aat
Asn

cct
FPro
2295

aat
Asn

trg
Leu

gty
Val

aas
Lys

gda
Gly
305

caa
Gln

cca
Pro

Jgce
Ala

ggt
Gly

gaa
Glu
aas

act
Thx

gdg
Gly

(34 4
Leu

ctg
Leu
210

caa
G1ln

aca
Thr

ttg
Leu

gaa
Glu

ate
Ile
290

tta
Leu

agyg
Arg

gag
Glu

ace
Thr

gtt
Val
370

ggg
Gly

ggt
Gly

ttg
Leu

ata
Ile
195

caa
Gln

aca
Thr

act
Thr

gtt
val

act
Thr
275

tgt
Cys

aga
Arg

gac
Asp

gat
Asp

ggt
Gly
355

aag

Lys

att
Ile

gce
Ala

ggt
Gly

180

tat
Tyr

adaa
Lys

aac
Bhan

aga
Axg

gaa
Glu
260

gac
Asp

ggt
Gly

gac
Asp

gag
Glu

ata
Ile
340

gat
Gly

cca
Pro

gaa
Glu

cte
Leu

gac
Asp
42Q

tat
Tyr

atg
Met

caa
Gln

cct
Pro
245

gaa
Glu

ace
Thr

gtt
val

tgt
Cys

dJag
Glu
325

tet
Ser

agt
Ser

gay
Glu

aaa
Lys

gac
Asp
405

ttt
Phe

cca
Pro

tct
Ser

ttg
Lau
230

gat
Asp

ggt
Gly

aac
Asn

tee
Ser

tgt
Cys
310

act
Thr

gaa
Glu

get
Ala

aga
Arg

tac
Tyr
390

aga

Arg

ggt
Gly

aac
Asn

tcg
Ser
215

ctg
Leu

tte
Phe

ttg
Leu

gaa
Glu

att
Ile
295

agg
Arg

get
Ala

agg
Arg

ate
Ile

att
Ile
375

cat

Ais

ggt
Gly

gac
Asp

aaa
Lys
200

gaa
Glu

ggt
Gly

att
Ile

aac
Ash

aac
Asn
280

gre
val

tct
Ser

tta
Leu

tat
Tyr

atqg
Met
360

tac

Tyr

gece
Ala

cta
Leu

aga
Axrg

145

gg99
Gly

cca
Pro

ttg
Leu

tte
Phe

cat
His
265

tte
Phe

aga
Arg

gtg
val

cca
Pro

gte
val
345

gct
Ala

ttc
Phe

gcc
aAla

gat
Asp

tac
Tyr
425

18

tct
Ser

ttt
Phe

tac
Tyr

tac
Tyr
250

cta
Leu

gaa
Glu

get
Ala

cgt
Arg

aag
Lys
330

tte
Phe

aca
Thr

tta
Leu

ttc
Phe

gaa
Glu
410

tac
Tyr

ttc
Fhe

aag
Lys

ace
Thr
235

tee
Ser

ccr
Pro

gyt
Gly

ggt
Gly

atc
Ile
315

tta
Leu

cta
Leu

gaa
Glu

aac
Asn

cca
Pro
395

aac
Asn

tgt
Cys

gtt
Val

aac
Asn
220

atc
Ile

gat
Aap

gty
val

gte
Val

gaa
Glu
o0

ggt
Gly

ttc
Phe

tta
Leu

gte
val

cta
Leu
380

gag
Glu

aag
Lys

gtt
Val

age
Ser
205

gtc
Val

atc
Ile

aga
Rrg

caa
Gin

tca
Ser
285

teg

Ser

ada
Lys

tac
Tyr

gac
Asp

tty
Leu
3865

ate
Ile

gtc
val

tat
Tyr

taa

190

aaa
Lys

tac
Tyr

aga
Arg

ate
Ile

aag
Lys
270

ttc
FPhe

atyg
Met

att
Ile

gaa
Glu

cca
Pro
350

att
Ile

tgt
Cys

aga
Arg

cta
Leu

cet
Pro

ttg
Leu

aat
Asn

atc
Ile
255

caa
Gln

atyg
Met

gag
Glu

tta
Leu

aaa
Lya
335

atg
Met

aaqg
Lys

agt
Ser

att
Ile

gtt
val
4135

aga
Arg

cta
Leu

aag
Lys
240

aga
Arg

att
Ile

ggt
Gly

Caa
Gln

att
Ile
320

tta
Leu

ctg
Leu

aga
Arg

aag
Lys

gtt
val
400

cca
Pro

624
572
720
768
816
864
912
960
1008
1056
1104
1152
1200
1248

1287

|8



<210>
<211>
<212>
<213>

19

14

428

PRT

Secuencia Artificial

<220>
<223>

<400>

14

Met Val Thr

1

Ile

Ile

Gly

Tle

65

Asp

Ala

Asn

Val

Ile

145

Gly

Gly

Tyr

ala
G%y
His
Ser
Thr
Ile
Phe
val
130
Asp
Gly

Ala

Leu

Tyr

Gly

35

Asn

Thr

Thr

Ile

Lys

115

Val

Glu

Ala

Asn

Ile

Gly

Glu

Cys

Met

Leu

Leu

Met

100

Ser

Val

Arg

Ser

Pro

180

Tyx

Gly

Glu

Len

Arg

Glu

Tyr

85

Tyx

Lys

RSp

Pro

Gly

1835

Leu

Tyr

Met

Ala

Ile

Phe

Asn

70

Thr

Gly

Gly

Asp

Gln

158

Gly

Phe

Fro

Ala

Leu

Rsn

Gln

55

Cys

Thr

Ile

Glu

Glu

135

Asp

Gly

FPhe

Asn

Construccion Sintética

Ser

Asn
40

Lys

Gly

Pro

Lys

120

Arg

Trp

Ala

Lys

Lys

Gly

23

Lys

Gly

Arg

Ser

Arg

105

Tyr

Cys

Fhe

Ser

Ala

185

Gly

Trp

Tyr

Asp

Ser

Fro
90

Cys

Lys

Glu

Gly

170

Ser

Ser

Asp

Lys

Gly

Ala

Glu

75

Cys

WVal

Gln

Lys

Asp

155

Gly

Pro

Phe

Gln

Glu

Ser

Thr

Gly

Asp

Ile

Thr

Leu

140

Ile

Gly

Phe

Val

Lys

Gly

Val

45

Leu

Lys

Met

Gly

Arg

125

Met

Gly

Ala

Len

Ser

Gly

Gly

30

Len

His

Val

Cys

Glu

110

Gly

Lys

Glu

Ser

Tyr

190

Lys

Mat

15

Val

Gly

Gly

TYyr

Thr

85

Asn

His

Gln

Ser

Gly

175

Leu

Pro

Asp

Pro

Arg

Glu

Lys

g0

Gly

Val

Glu

Phe

Gly

160

Gly

Thr

Axg



Asn

Ero

225

Asn

Leu

Val

Lys

Gly

305

Gln

Pro

Ala

Gly

Glu

385

Thr

Gly

Leu

210

Gln

Thr

Leu

Glu

Ile

290

Leu

Arg

Glu

Thr

val

370

Gly

Gly

Leu

<210>
<211>

193

Gln

Thr

Thr

Val

Thr

275

Cys

Arqg

Asp

Asp

Gly

335

Lys

Ile

Ala

Gly

15
iz00

Lys

Asn

Arg

Glu

260

Asp

Gly

Asp

Glu

Ile

349

Gly

Pro

Glu

Leu

Asp
420

Met

Gln

Pro

245

Glu

Thr

Val

Cys

Glu

325

Ser

Ser

Glu

Lys

AsSp

405

Phe

Ser

Leu

230

ASp

Gly

Asn

Ser

Cys

310

Thr

Glu

Ala

Arg

Tyr

390

ALg

Gly

Ser

215

Leu

Phe

Leu

Glu

Ile

295

Arg

Ala

hryg

Ile

Ile

375

His

Gly

Asp

20

200

Glu

Gly

Ile

Asn

Azn

280

Val

Ser

Leu

Tyr

Met

360

Tyxr

Ala

Arg

Pro

Leu

Phe

Hia

265

Phe

Arg

Val

Pro

Val

345

Ala

Phe

Ala

Asp

Tyxr
425

Phe

Tyx

Tyr

250

Leu

Glu

Ala

Arg

Lys

330

Phe

Thr

Phe

Glu
410

Tyr

Lys

Thr

235

Ser

Pro

Gly

Gly

Ile

315

Leu

Leu

Glu

Asn

Pro

395

Asn

Cys

Asn

220

Ile

Asp

Yal

Val

Glu

300

Gly

Phe

Leu

Val

Leu

380

Glu

Lys

Val

2035

Val

Ile

Arg

Gln

Ser

285

Ser

Lys

Tyx

Asp

Leu

365

Ile

val

Tyr

Tyr

Arg

Ile

Lys

270

FPhe

Met

Ile

Glu

Pre

350

Ile

Cys

Azg

Leu

Leu

Asn

Ile

255

Gln

Met

Glu

Leu

Lys

335

Met

Lys

Ser

Ile

Val
415

Leu

Lys

240

Arg

Ile

Gly

Gln

Ile

320

Leau

Leu

Arg

Lys

val

400

Pro



<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>

<400>

21

ADN

Secuencia Artificial

Construccion de fusion — CDopt3

Cbs
(1} ..(1200)

15

atg gty ace ggc gyge atg gee tec aag tygy
Met Val Thr Gly Gly Met Ala Ser Lys Trp

1

5 10

atc gct tac gag gag goc ¢tg ctg gge tac
Ile aAla Tyr Glu Glu Ala Leu Leu Gly Tyr

20 25

ate ggce gge tgt ctg atc aac aac aag gac
Ile Gly Gly Cys Leu Ile Asnh Asn Lys Asp

10

gge cac aac atg agg ttc cag aag ggec tcc
Gly His Asn Met Arg Phe Gln Lys Gly Ser

50

55

atc tce acc otg gag aac tgt gge agg ctg
Ile Ser Thr Leu Glu Asn Cys Gly Arg Leu

65

70

gac acc ace ctg tac acc acc ctg tec cct
Asp Thr Thr Leu Tyr Thr Thr Leu 3er Pro

85 90

get ate ate atg tac goc atc cct agy tgt
Ala Ile Ile Met Tyr Gly Ile Pro Arg Cys

100 105

aat ttc aag tcc aag ggc gag aag tac ctg
Asn Phe Lys Ser Lys Gly Glu Lys Tyr Leu

115 120

gtg gtg gtt gtt gac gat gag agg tgt aag
Val Val Val Val Asp Asp Glu Arg Cys Lys
130 135

atc gac gaqg agg cct cag gac tgg ttc gag
Ile Asp Glu Arg Pro Gln Asp Trp Fhe Glu

145

150

get cgt goa get Lty gy cca Lty grg acy
Ala Arg Ala Ala Leu Gly Preo Leu Val Thr

165 170

gct tte aag Lttt ggqg gac tte gtg ¢ty aag
Ala Phe Lys Phe Gly Asp Phe Val Leu Lys

180 185

atc tac atc gat ctg cgg ggc atc gty tot

- OPRT

gat
Asp

aag
Lys

gdc
Gly

gcc
Ala

Jaqg
Glu
15

tgt
Cys

gLy
val

caa
Gln

aag
Lys

gat
Asp
155

gyt
Gly

age
Ser

cga

caa
Gln

gag
Glu

agt
Ser

ace
Thr
60

ggc
Gly

gac
Asp

atc
Ile

acec
Thr

ctg
Leu
140

atc
Ile

cty
Leu

ggg
Gly

ccy

aag
Lys

ggc
Gly

gtg
Vval
45

ctyg

Leu

aag
Lys

atg
Mel

g9¢
Gly

agy
Arg
125

atg
Met

ggc
Gly

tac
Tyr

ctt
Leu

cgt

ggc
Gly

ggc
Gly
30

ety
Leu

cac
His

gtg
val

tgt
Cys

gag
Glu
110

ggc
Gly

aag
Lys

gag
Glu

gac
Asp

tec
Ser
190

ctt

atg
Met

gtg
val

ggc
Gly

ggc
Gly

tac
Tyr

acc
Thr

aac
Ash

cac
His

cag
Gln

Jqcg
Ala

gty
Val
175

tce
Ser

ctg

gat
Asp

cect
Pro

agg
AIg

gag
Glu

aag
Lys
80

ggc
Gly

gty
val

gag
Glu

ttc
Phe

gtc
Val
160

cag
Gln

ceo
Pro

agt

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

328

576

624



Ile Tyr

cag gtt
Gln val
210

ittt gac
Phe Asp
225

gLt atce
Val Ile

aca aag
Thr Lys

gga gaa
Gly Glu

gtt ttg
val Leu
290

gat gcgo
Asp Ala
305

cag gog
Gln Ala

ctyg gag
Leu Glu

aga gtqg
Arg vVal

aat got
Asn Gly
370

ggt gca
Gly Ala
385

<210>
<Z211l>
<212>
<213>

<2205
<223>

<400>

Ile
195

gca
Ala

acc
Thr

tgt
Cys

gat
Asp

ace
Thr
275

gaa
Glu

ata
Ile

cac
His

att
Ile

aag
Lys
355

tet
Ser

cgt
Arg

16
399
PRT

Asp

gat
Asp

gtg
Val

tca
Ser

tat
Tyr
260

tat
Cys

act
Thr

gtg
val

ggg
Gly

cte
Leu
3490

agqg
Arg

cee
Pro

gca
ala

Leu

att
Ile

tgt
Cys

ace
Thr
245

gga
Gly

tta
Leu

gtt
Val

ctg
Leu

ate
Ile
328

gag
Glu

tet
Phe

ctt
Leu

gag
Glu

Arg

tta
Leu

gga
Gly
230

aat
Asn

act
Thr

atc
Ile

gag
Glu

ttg
Leu
310

CgcC

cag
Gln

att
Ile

et
Ser

ctg
Leu
390

Gly

ttc
Phe
215

gtg
val

caa
Gln

aaq
Lys

att
Ile

gtt
val
295

gac
Asp

cte
Leu

cag
Gln

cayg
Gln

ata
Ile
375

cce
Pro

Ile
200

caa
Gln

cct
Pro

att
Ile

cgt
Arg

gaa
Glu
280

ctt
Leu

aga
Arg

cac
His

aaa
Lys

gag
Glu
360

aag

Lys

agyg
Arg

Secuenaia Artificial

Conatruccidén Sintética

16

Yal

act
Thr

tat
Tyr

cea
Pro

¢ttt
Leu
265

gat
Asp

cag
Gln

gag
Glu

tca
Ser

aaa
Lys
345

aat
Asn

gaa
Glu

atc
Ile

22

Ser

geg
Ala

aca
Thr

atg
Met
250

gta
val

gtt
val

ang
Lys

cag
Gln

gtg
Val
330

gtt
Yal

gte
val

gca
Ala

cac
His

Arg

caa
Gln

get
Ala
235

ctt
Leu

gaa
Glu

gte
Val

gag
Glu

gga
Gly
315

tgt
Cys

gat
Asp

tte
Phe

ccC
Pro

cca
Pro
395

Pro

aat
Asn
220

ttg
Leu

att
Ile

gga
Gly

ace
Thr

ggc
Gly
300

gge
Gly

aca
Thr

gect
Ala

gtg
Val

aaa
Lys
380

gtt
Val

Arg
205

gca
Ala

¢ca
Pro

aga
Arg

act
Thr

age
Ser
285

ttg
Leu

aag
Lya

ttg
Leu

gag
Glu

gca
Ala
3865

gaa
Glu

gca
Ala

Leu

ggc
Gly

ttg
Leu

agg
Arg

act
Ile
270

gga
Gly

aag
Lys

gac
Asp

tcc
3er

aca
Thr
350

gcg
Ala

cee
Leu

tcg
Ser

Leu

atc
Ile

gct
Ala

aaa
Lys
255

aat
Asn

tct
Ser

gtc
val

aag
Lys

aaa
Lys
335

gtt
Val

aat
Asn

age
Ser

aag
Lys

Ser

agt
Ser

aca
Thr
240

gaa

Glu

cca
Pro

agt
Ser

act
Thr

ttg
Leu
320

atg
Met

ggg
Gly

cat
His

tte
Phe

taa

612

720

768

816

864

912

860

1008

10356

1104

1152

1200



Met

Ile

Ile

Gly

Ile

65

AsSp

Ala

Asn

val

Ile

143

Ala

Ala

1le

Gln

Phe
225

Val

Ala

Gly

His

30

Ser

Thr

Tle

Phe

val

130

Asp

Arg

FPhe

Tyr

Val

210

Asp

Thr Gly

Tyr Glu
20

Gly Cys

Asn Met

Thr Leu

Thr Leu

Ile Met

100

Lys Ser
115

val val

Glu aArg

Ala Ala

Lys Phe

180

Ile Asp
195

Ale Rsp

Thr Vval

Gly

Glu

Leu

Arg

Glu

TvE

85

Tyr

Lys

Asp

FPro

Leu

165

Gly

Leu

lle

Cys

Meat.

Ala

Ile

Phe

Asn

70

Thr

Gly

Gly

Asp

Gln

150

Gly

Asp

Arg

Gly
230

Ala

Leu

Asn

Gln

55

Cys

Thr

Ile

Glu

Glu

135

ASp

Pro

Fhe

Gly

Phe

215

Val

Ser

Leu

Asn

40

Lys

Gly

Leu

Pro

Lys

120

Arg

Trp

Val

Ile

200

Gln

Pro

23

Lys

Gly

23

Lys

Gly

Arg

Ser

Arg

105

Ty

Cys

Phe

val

Leu

185

Val

Thr

Tyr

Trp
10

Tyr

Asp

Pro
90

Cys

Lys

Glu

Thr

170

Lys

Ser

Ala

Thr

Asp

Lys

Gly

Ala

Glu

73

Cys

Vval

Gln

Lys

Asp

155

Gly

Ser

Arg

Gln

Ala
235

G1ln

Glu

Ser

Thr

60

Gly

ASP

I1le

Thr

Leu

140

Ile

L=u

Gly

Pro

Asn
220

Lys

Gly

Val

45

Leu

Lys

Met

Gly

Arg

125

Met

Gly

Tyr

Leu

Arg

205

Ala

Pro

Gly

Gly

30

Leu

His

Val

Cys

Glu

110

Gly

Lys

Glu

Asp

Ser

190

Leu

Gly

Leu

Met

15

Val

Gly

Gly

Tyr

Thr

85

Asn

His

Gln

Ala

val

175

Ser

Leu

Ile

Ala

Asp

Pro

Arg

Glu

Lys

80

Gly

val

Glu

Phe

val

160

Gln

Pro

Ser

Ser

Thr
240



24

Val Ile Cys Ser Thr Asn Gln Ile Pre Met

Thr Lys

Gly Glu

Val Leu

290

Asp Aala

305

Gln Ala

Leu Glu

Arg Val

Asn Gly
310

245 250

Asp Tyr Gly Thr Lys Arg Leu Val
260 265

Thr Cys Leu Ile Ile Glu Asp Val
275 280

Glu Thr Val Glu Val Leu Gln Lys
295

Ile Val Leu Ley Asp Arg Glu Gln
310

His Gly Ile Arg Leu His Ser val
325 330

Ile Leu Glu Gln Gln Lys Lys Val
340 345

Lys Arg Phe Ile Gln Glu Asn Val
355 360

Ser Pro Leu Ser Ile Lys Glu Ala
375

Gly Ala Arg Rla Glu Leu Pro Arg lle His

385

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>

<400>

390

17

1260

ADN

Secuencia Artificial

Construccion de fusién - CDopt3

cDs
{1}..(1260)

17

atg gtg acc gyt ggce atg goc toc aag tgg
Met Val Thr Gly Gly Met Ala Ser Lys Trp

1

5 10

atc gct tac gag gag gcc ctg ctg ggo tac
Ile ala Tyr Glu Glu Ala Leu Leu Gly Tyr

20 25

Ieu Ile

Glu Gly

Val Thr

Glu Gly
300

Gly Gly
315

Cys Thr

Asp Ala

Phe Val

Pro Lys

380

Pro Val
3985

Arg Arg

Thr Ile
270

Ser Gly
285

Leu Lys

Lys Asp

Leu Ser

Glu Thr

350

Ala Ala
365

Glu Leu

Ala Ser

Lys

235

Asn

Ser

Val

Lys

Lys

335

val

Asn

Ser

Lys

- Ligador - OPRT

Glu

Pro

Ser

Thr

Leu

320

Met

Gly

His

Phe

gat caa aaq gdc atg gat
Asp Gln Lys Gly Met Asp

15

aag gag ggc ggc gtg cct
Lys Glu Gly Gly Val

30

Pro

48

96



atc
Ile

ggc
Gly

ate
Ile
65

gac
Asp

gct
Ala

aac
Asn

gtg
val

ate
Ile
145

ggc
Gly

qgc
Gly

tac
Tyr

ctt
Leu

cgt
Axg
225

gca
Ala

cca
Pro

ggc
Gly

cac
His

ree
Ser

acc
Thr

atc
Ile

Lttc
Phe

gtg
Val
130

gac
Asp

ggc
Gly

gcc
Ala

gac
Asp

Lce
Ser
210

ctt
Leu

ggce
Gly

ttg
Leu

agc
Gly

aac
Asn

acce
Thr

acc
Thr

atc
Ile

aag
Lys
11%

gttt
val

gag
Glu

gcc
Ala

gcg
Ala

gtg
Val
195

tee
Ser

ctg
Leu

atc
Ile

gct
Ala

tgt
Cys

atg
Met

ety
Leu

ctg
Leu

atg
Met
100

tce
Ser

gtt
val

agy
Arg

tce
Ser

gtc
val
180

cag
Gln

cee
Pro

agt
Ser

agt
Ser

aca
Thr
260

oty
Len

agg
Axg

gag
Glu

tac
Tyr
85

tac
Tyr

aag
Lys

gac
Asp

cct
Pro

aqgc
Gly
165

get
Ala

gct
Ala

atc
Ile

caqg
Gln

tee
Phe
2435

gtt
val

atc
Ile

ttc
Phe

aag
Asn
78

acc
Thr

ggc
Gly

ggc
Gly

gat
Asp

cag
Gln
150

gac
Gly

eyt
Arg

tte
Phe

tac
Tyr

gtt
val
230

gac
A3p

atc
Ile

aac
Asn

cag
Gln
55

tgt
Cys

acc
Thr

atc
ITle

gag
Glu

gag
Glu
135

gac
AsSp

ggc
Gly

gca
Ala

aag
Lys

atc
Ile
215

gca

Ala

acce
Thr

tgt
Cys

aac
Azsn
40

aag
Lys

ggc
Gly

ctg
Leu

cct
Pro

aag
Lys
120

agg
Arg

tgg
Trp

gcce
Ala

get
Ala

ttt
Phe
200

gat
Asp

gat
Asp

gty
val

tca
Ser

aag
Lys

gg<
Gly

agg
Arg

tcc
Serxr

agg
Arg
105

tac
Tyr

tgt
Cys

ttc
Phe

tce
Ser

ttg
Leu
185

ggqg
Gly

cry
Leu

att
Ile

tgt
Cys

acc
Thr
265

25

gac
Azp

tce
Ser

ety
Leu

cct
Pro
a0

tgt
Cys

ctg

aaqg
Lys

gayg
Glu

ggc
Gly
170

999
Gly

gac
Asp

cqgg

tta
Leu

gga
Gly
259

aat
Asn

gqc
Gly

gee
Ala

Jag
Glu
75

tgt
Cys

gtg
Val

caa
Gln

aagy
Lys

gat
Asp
155

ggec
Gly

¢¢ca
Pro

ttc
Phe

ggc
Gly

tte
Phe
235

qtg
val

caa
Gln

agt
Ser

acc
Thr
60

ggc
Gly

gac
Asp

atc
Ile

acc
Thr

cty
Leuy
140

ate
Ile

ggc
Gly

ttyg
Leu

gtg
Val

atc
Ile
220

caa

Gln

cct
Pro

att
ille

gtg
Val
45

ctg
Leu

aag
Lys

atg
Met

ggc
Gly

agg
Arg
125

atg
Met

ggc
Gly

gce
Ala

gtg
Val

ctg
Leu
205

gty
Val

act
Thr

tat
Tyr

cca
Pro

cty
Leu

cac
His

gtg
Val

tgt
Cys

gag
Glu
110

ggc
Gly

aag
Lys

Jag
Glu

tcc
Ser

acy
Thr
190

aag
Lys

tet
Ser

gcc
ala

aca
Thr

atg
Met
270

ggc
Gly

gge
Gly

tac
Tyr

acc
Thr
g5

aac
Asn

cac
His

cag
Gln

tee
Ser

ggc
Gly
175

ggt
Gly

agc
Ser

cga
Arg

caa
Gln

gct
Ala
255

ctt
Leu

agy
Arg

gag
Glu

aag
Lys
80

ggc
Gly

gtg
Val

dgag
Glu

ttc
Phe

gge
Gly
160

ggc
Gly

cty
Leu

gag
Gly

ceg
Pro

aat
Asn
240

Lty
Len

att
Ile

144

192

240

288

338

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816



aga
Arg

act
Thr

agt
Ser
305

ttg
Leu

aag
Lys

Tty
Leu

gag
Glu

gca
Ala
385

gaa

Glu

gca
Ala

agg

att
Ile
290

gga
Gly

aag
Lys

gac
Asp

tce
Sex

aca
Thr
370

gcg
Ala

cte
Leu

tcg
Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

aaa
Lys
275

aat
Asn

tect
Ser

gte
val

aag
Lys

aaa
Lys
358

gtt
Val

aat
Aan

age
Ser

aag
Lys

18
419
PRT

gaa
Glu

cca
Pro

agt
Sexr

act
Thr

ttg
Leu
340

atg
Met

g49g
Gly

cat
His

tte
Phe

taa

aca
Thr

gga
Gly

gtt
val

gat
Asp
325

cag
Gln

ctyg
Leu

aga
Arg

aat
Asn

ggt
Gly
405

aag
Lys

gaa
Glu

ttg
Leu
310

gee
Ala

gcg
Ala

gag
Glu

gtg
val

ggt
Gly
390

gca
Ala

gat
Asp

4dace
Thr
295

gaa
Glu

ata
Ile

cac
His

att
Ile

aag
Lys
375

tet

Ser

gt
Arg

tat
Tyr
280

tgt
Cys

act
Thr

gtg
Val

ggg
Gly

cte
Leu
360

agg
Argy

ccc
Pre

gca
Ala

Secuencia Artificial

Construccidén Sintética

18

Met val Thr Gly Gly Met Ala Ser

1

5

Ile Ala Tyr Glu Glu Ala Leu Leu

20

gga
Gly

tta
Legu

qtt
val

cty
Leu

atc
Ile
345

gag
Glu

Tttt
Phe

ctt
Leu

gag
Glu

Lys

26

act
Thr

ate
Ile

gag
Glu
ttg
330
cgc

Arg

cag
Gln

att
Ile

tet
Ser

cty
Lau
410

aag
Lys

att
Ile

gtt
val
315

gac
Asp

ctc
Leu

cag
Gln

cag
Gln

ata
Ile
395

cce
Pro

cgt
Ary

gaa
Glu
300

ctt
Leu

aga
Arg

cac
His

aaa
Lys

gag
Glu
380

aag

Lys

agg
Arg

Trp Asp Gin

10

Gly Tyr Lys Glu

23

Ile Gly Gly Cys Leu Ile Asn Asn Lys Asp Gly Ser

35

40

cic
Leu
285

gag
Asp

cag
Gln

Jag
Glu

tca
Ser

ada
Lys
365

aat
Asn

gaa
Glu

atc
Ile

Lys

Gly

Val Leu Gly Arg

43

gta
val

gtt
Val

aag
Lys

cag
Gln

gtg
val
350

gttt
Val

gtc
Val

gca
Ala

cac
His

Gly

gaa
Glu

gtc
Val

gag
Glu

gga
Gly
335

tgt
Cys

gat
Asp

ttt
Phe

cCce
Pro

cca
Pro
415

Het
15

gga
Gly

acc
Thr

ggc
Gly
320

gge
Gly

aca
Thr

get
Ala

gtg
Val

aaa
Lys
400

gtt
Val

Asp

Gly Val Pro

30

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1260



Gly

Ile

65

Asp

Ala

Asn

val

Ile

145

Gly

Gly

Tyx

Leu

Aryg

225

Ala

Pro

Arg

His

30

Ser

Thr

Ile

FPhe

Val

130

Asp

Gly

Ala

Asp

Ser

219

Leu

Gly

Leu

Arg

&sn

Thr

Thr

Ile

Lys

115

val

Glu

Ala

ala

val

195

Ser

Leu

Ile

Ala

Lys
275

Met

Leu

Leu

Met

100

Ser

Val

Arg

Ser

Val

180

Gln

Pro

Ser

Ser

Thr

260

Glu

Arg

Glu

Tyr

Tvr

Lys

Asp

Pro

Gly

185

Ala

Ala

Ile

Gln

Phe

245

Val

Thr

Phe

Asn

70

Thr

Gly

Gly

Asp

Gln

150

Gly

Arg

Fhe

Tyy

Val

230

Asp

Ile

Lys

Gln

535

Cys

Thr

Ile

Glu

Glu

135

Asp

Gly

ala

Lys

Ile

215

Ala

Thr

Cys

Asp

Lys

Gly

Leu

Pro

Lys

120

Aryg

Txp

Ala

Ala

Phe

200

Asp

Asp

Val

Ser

Tyr
280

27

Gly

Arg

Ser

Arg

105

Tyr

Cys

Phe

Ser

Leu

185

Gly

Leu

Ile

Cys

Thr

265

Gly

Ser

Pro
90

Cys

Lys

Glu

Gly

170

Gly

Asp

Arg

Gly
250

Asn

Thr

Ala

Glu

15

Cys

Val

Gln

Lys

Asp

155

Gly

Pro

Phe

Gly

Fhe

235

val

Gln

Lys

Thr

60

Gly

Asp

Ile

Thr

Lty

140

Ile

Gly

Leu

Vval

Ile

220

Gln

Pro

Ile

Arg

Leu

Lys

Met.

Gly

Arg

125

Het

Gly

Ala

val

Leu

205

Val

Thr

Tyr

Pro

Len
285

His

val

Cys

Glu

110

Gly

Lys

Glu

Ser

Thr

150

Lys

Ser

Ala

Thr

Met

270

Val

Gly

Tyr

Thr

95

Asn

His

Gln

Ser

Gly

175

Gly

Ser

Arg

Gln

Ala

258

Leu

Glu

Glu

Lys

80

Gly

Val

Glu

Phe

Gly

160

Gly

Leu

Gly

Pre

Asn

240

Leu

Ile

Gly

|49



28

Thr lle Asn Proe Gly Glu Thr Cys Leu Ile Ile
290 255

Ser Gly Ser Ser Val Leu Glu Thr Val Glu Val

305 210 315

Leu Lys Val Thr Asp Ala Ile val Leu Leu Asp

325 330
Lys Asp Lys Leu Gln Ala His Gly Ile Arg Leu
340 345
Leu Ser Lys Met Leu Glu Ile Leu Glu Gln Gln
355 360

Glu Thr Val Gly Arg Val Lys Arg Phe Ile Gln
370 375

Ala Ala Asn His Ash Gly Ser Pro Leu Ser Ile

385 390 395

Glu Leu Ser Phe Gly Ala Arg Ala Glu Leu Pro

405 410

Ala Ser Lys

<210> 19

<211> 11892

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> vector RCR - pAC] - yCD2

<400> 19

tagttattaa tagtaatcaa ttacggggtc attagttcat

cgttacataa cttacggtaa atggeoecgece tggetgaceg

gacgtcaata atgacgtatg ttcccatagt aacgccaata

atgggtggayg tatttacggt aaactgcecca cttggcagta

aagtacgcees ¢otattgacy teaatgacygy taaatggecc

catgacctta tgggactitc ctactiggea gtacatctac

catggtgatg cggttttgge agtacatcas tgggcgtgga

atttccaagt ctecacecca ttgacgtcaa tgggagtrig

Glu
300

Asp Val

Gln Lys

Arg Glu Gln

val
350

His Ser

Lys Lys Val

365

Glu
380

Asn Val

Lys Glu Ala

Arg Ile His

agcccatata
cccaacgace
gggactttce
catcaagtgt
gectggcatt
gtattagtca
tagcggtttg

teceggcace

Val Thr

Glu Gly

320

Gly
335

Gly

Cvs Thr

Asp Ala

Phe Val

Fro Lys

400

Pro Val

413

tggagttccy
ceegeccatt
attgacgtca
atcatatgee
atgeccecagta
tegetattac
actcacgggg

daaatcaacy

60
120
180
240
300
360
420

480

Lol



ggacttteca
acggtgggag
actgagtcgce
ggtctcgety
trrcatetyg
ccgggaggtra
tgattttatyg
tggtggaact
cgggggcegt
grgcacecee
tececgectec
tctgctgeag
atatgggcca
agecqggatege
ctgcagaatg
tcatcaccca
tcccctacat
ttgtacacee
crecetegete
ccaaacctaa
aagacecece
gagaagogac
Jgagacggga
gaggaaacyyg

ataataaccc
tcatcaccca
gagaagaaaa
gccccactca
attacaccac

gtctccaaaa

asatgtcgta
gtctatataa
cecgggtacce
ttecttggga
gagctegtes
agetggeecaqg
cgcctgcgte
gacgagtteg
ttttgtggece
cttagaggad
gtctgaattt
catcgttctg
gactgttacc
tcacaaccag
gecaacettt
ggttaagatc
cgtgacctgg
taagectocqg
gaccccgect
acctcaagtt
gccttatagg
ccetgeggga
gccecectgtg
acagcttcaa
ttetttttct
tcageccace
acaacygggtqg
actgcccaat
ccaggcaggt

cgcgggcagsa

acaactecge
gcagagctgy
gtgtatccaa
gggtctecte
gggateggga
caacttatet
ggtactagtt
gaacacccegq
cgacctgagt
ggatatygtyd
tbgetttegyg
tgttgtetet
actcecttaa
tecggtagatg
aacgteggat
aaggtctttit
gaagccettgg
ccteotoette
cgatectece
ctttectgaca
gacccaagac
gaggcacegqg
gccgacteca
tactggccgt
gaagatccag
tgggacgact
ctcttagagg
gaagtcgatg
aggaaccacc

agccoccacca

29

cecattgacy
tttagtgaac
taaaccctct
tgagtgattyg
gaccecthgce
gtgtctgtce
agctaactag
cegeaacect
ccaaaaatcc
trotygtagy
tttgggaceg
gtctgactgt
gtttgacctt
tcaagaagag
ggccgegaga
cacctggece
cttttgacge
ctecateege
tetatccage
gtggggggce
cacceccectte
accecteece
ctacctegca
tctcectette
gtaaactgac
gtcagcagct
ctagaaaggc
cegettitee
tagtccacta

atttggccaa

caaatgggey
cggcgocagt
tgcagttgca
actacccgte
cagggaccac
gattgtctag
ctctgtatct
gggagacgte
cgatcgtttt
agacgagaac
aagccgegee
gtttctgtat
aggtcactgg
acgttgggtt
cggcacctt
geatggacac
cgetecctygg
ceegtetete
cectecactect
getcatcgac
cgacagggac
aatggcatcet
ggcattcece
tgacctttac
agctetgate
gttggggact
ggtgegggge
cctegagege
tcgecagttg

ggtaaaagga

graggegtgt
cctcecgattyg
tccgacttgt
agcggadgte
cgacccacea
tgtetatgac
ggcggacccyg
ccagggactt
ggactctttg
ctaaaacagt
gegegtettg
ttgtctgaga
anagatgtcg
accttctgot
aaccgagace
ccagaccagqg
gtcaagcect
cceccttgaac
tctctaggeg
ctactracag
ggaaatggty
cgectacyty
ctcegegeaqg
aactggaaaa
gagtctgtte
ctgctgaccyg
gatgatgggce
ccagactggy
ctectagegg

ataacacaag

540

600

660

720

780

840

00

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1520
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220

2280



ggcccaatga
ctecttatga
agtctgceec
ttggagattit
gagaggaacg
agcagaaaga
ctgtegttay
atcgcgacca
aaccacgagqg
gJaggtcaggy
cecgtcacctt
ccctaagtga
ccacggateg
cagactgtce
actttgaggg
ccctaaatat
tagggtecac
tggcagttcyg
taaaacaata
tgttaggacca
ttaagaaacc
gggtggaaga
cgicccacca
accccaccag
gacaattgac
aggcactgca
agtacgtgga
gggccetygtt
tttgccagaa
ctgaggceag

gggagttect

greteccteg
ceergaggac
agacattggg
ggttagagag
tatcaggaga
gaaagaaaga
tggacagaaa
gtgtgcctac
acctocgggga
tcaggagece
cctggtagat
taagtetgee
caaagtacat
ctatcectetg
atcaggagee
agaagatgag
atggctgtet
ccaagctcct
ceccatygtea
gggaatactyg
agggactaat
catecacece
gtggtacact
tcageotete
ctggaccaga
cagagaccta
tgacttactyg
acaaacccta
acaggtcaag
aaaagagact

agygqacggea

gcettectaqg
ccagggcaayg
agaaagttag
gcagaaaaga
gaaacagagg
gatcqgtagga

caggatagac

tgcaaagaaa

ccaagaccee
coccctgaac
actgygggece
tgggtcecaag
ctagctaceog
ttaggaagayg
caggttatgg
catcggctac
gattttcctce
ctgatcatac
caagaageea
gtaccecctgcee
gattataggc
accgtgecca
gtgcttgatt
ttegectttg
ctcccacagg
gcagacttcc
crtyggecygeca
gggaacctog
tatctggggrt
gtgatagggc

gactretgte

30

agagacttaa
aaactaatgt
agaggttaga
tctttaataa
aaaaagaaga
gacatagaga
agggaggaga
aggggcactyg
agacctecect
ccaggataac
aacacteegt
gggctactgyg
gtaaggtcac
atttgctgac
gaccaatggyg
atgagacctc
aggcctgggc
ctetgaaagce
gactggggat
agtcccccetg
ctgtccagga
acccttacaa
taaaggatgc
agtggagaga
gtttcaaaaa
ggatccagca
cttetgaget
ggtategage
atcttctaaa
agcctactee

geotetgga

ggaagccetat
gtetatgret
agatttaaaa
acgagaaacc
acgceccgtagg
gatgagcaag
acgaaggagy
ggctasagat
cctgacccta
ccteaaagte
getgacccaa
aggaaagcegy
ccactettee
taaactaaaa
gecagececty
aaaagagcca
ggaaaccgygyd
aacctctace
caageoecac
gaacacgccc
tctgagagaa
cectettgage
ctttttctge
tccagagatg
cagtcccacc
ceccagacttyg
agactgccaa
ctcggccaag
agagggtcag
gaagacccct

ceetgggrLe

cgcaggtaca
ttcatrrgge
aacaagacgce
ccggaagaaa
acagaggatyg
ctattggccea
tcecaactey
tgtceccaaga
gatgactagg
gaggggcaac
aatcctggac
tatcgctgga
ctcecatgtac
geccaaatee
caagtgttga
gatgtttcte
ggcatgggac
ccegtgteca
atacagagac
ctgctaccoeg
gtcaacaagc
gggeteccac
ctgagactce
ggaatcteay
ctgtttgatg
atcctgctac

caaggtacte

aaagcccaaa

agatggetga
cgacaactaa

gcagaaatgy

2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
31380
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080

4140



cagececctt
aaaaggccta
atttgactaa
taacgcaaaa
cagragcagce
aggatgcagg
aggcactagt
aggecctrget
ctacgctget
aagcccacygg
ggtacacgga
ccaccgagac
ctgaactgat
atactgatag
gtgggteget
taaaagccct
gacacagcgc
tcacagagac
aacattetea
ataaaacaaa
ttgaattatt
tectagagag
tcactgagac
gaactagggt
agcccggatt
tagaagcctt
agatcttece
tctecaaggt
catacagacc

taactaaatt

gtaccetete
tcaagaaatc
gececetitgaa
actgggacct
tgggtggece
caagctaace
caaacaacce
tttggacacg
cccactgect
aaceegaces
tggaagcagt
cgaggtaatc
agcactcacc
cegttatget
cAcatcagaa
ctttctgecece
cgaggetaga
tecagacace
ttacacagtyg
gaagtrattgg
agactitctt
aagccacagt
ctgcaaagct
ccgcegggeat
gtatggctat
cccaaccaag
caggttegge
gagtcagaca
ccaaagctca

aacgcttgca

accaaascyyg
aagcaagcte
ctctttgtcg
tgacgtcggce
cetegectac
atgggacagc
ccegaceget
gaccgggtee
Jaggaagggc
gacctaacyy
ctcttacaag
tgggctaaag
caggeccctaa
tttgctactg
ggcaaagaga
aaaagactta
ggcaaccgga
tetacectee
actgatataa
gtctaccaag
catcagctga
cectactaca
tgtgcacaag
cggcecggea
aaatatctte
aaagaaaccy
atgcctecagy
gtggccgatce
ggeccaggtag

actggctcta

31

ggactetgte
ttctaactge
acgagaagca
cggtggecta
ggatggtage
cactagtcat
ggctttccaa
agttcggace
tgcaacacaa
accageedct
agggacagcy
ccectgecage
agatggcaga
cccatateca
tcaaaaataa
gcataatcca
tggctgacca
tcatagaaaa
aggacctaac
gaaaacctgr
ctcacctcag
rgctygaacey
tcaacgecadq
ctcattggga
tagtttttac
ccaaggtcgt
tattgggaac
tgttggggat
aaagaatgaa

gagactgggt

taattgggac
cccageceotyg
gggctacgec
cctgtccaaa
agceattygees
tctggececce
cgcoecyggatg
ggtggtagce
ctgccttgat
ccecagacygec
taaggcggga
cgggacatcc
aggtaagaag
tggagaaata
agacgagate
ttgtccagga
agcggeccga
ttcatcacee
caagttgygy
gatgcctgac
cttctcaaaa
ggatcgaaca
caagtctgec
gatcgatttc
agataccttt
aaccaagaayg
tgacaatggyg
tgattggaaa
tagaaccatc

gctcctacte

ccagaccaac
gggttgccay
aaaggtgtcc
aagctagacc
gtactgacas
catgcagtag
actcactate
ctgaacccgg
atcctggccg
gaccacacct
getacggtga
gctcageggg
ctaaatgttt
tacagaagge
ttggcecctac
catcaaaagg
aaggcagceca
tacaccteag
gccatttaty
caétttactt
atgaaggctc
ctcaaaaata
gttaaacagg
accgagataa
tctggetgga
ctactagagg
cetgectteg
ttacattgtyg
aaggagactt

cccttagece

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
5700
5760
5820
5880

5940

| A



tgtaccgage
dggeacesee
cctcteteca
tggcggcage
gcgacacagt
cttacacagt
tacacgeege
ggcgecgtica
agtcatggga
aacctggaga
aactgtacaa
gtgggacect
acagcggacc
tgggggacea
ctggaagccé
cacgggatgce
cttccaaggg
aggaaaaaag
aacagatcet
ccccataggg
tgtaccgget
tacaccctca
tagactacta
gacccaagaa
cgtgggcact
taagcttacc
tcaccaggee
aceegecygga
gctcaateta
cteccecgat

atcatrtgace

ccgcaacacg
gcecocttgta
agctcactta
ctaccaagaa
gtgggteege
cctgctgace
ccacgtgaag
acgctctcaa
gtectgttag
gtcaccaace
gatgcettee
tcagaccagy
cggecttttyg
ggagaggget
acatcatcgt
tctaaagttyg
gctactcgag
gctaactggg
attaccatygt
cccaacccay
Ccacagccac
accreececta
gctctagtca
tgttggetgt
tataccaatc
ctatctgaaqg
ttatgtaaca
acaatgtagy
accacagatt
tatatgtatg

ctygecette

ccggygeceee
gacttecety
caggctetct
caactggacc
cgacaccaga
acceecaceg
getgecgace
aaccccctcea
gagtagggat
tgatgactqgy
caaaattata
aaccgtatgt
acttttacgt
actgtggtaa
gggacctaat
cctgtggece
ggggcagatg
acgggcccaa
tctececetgac
tattaccega
ctagecoceoct
caagtecaay
aaggageccta
gettagtgte
attccaccge
tgacaggaca
ccacecaaag
cttgcageac
attgtgtatt
gtcagcttga

tactaggagy
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atggcctceac
accetgacat
actragtcca
gaccggtggt
ctaagaacct
ccectcaaagt
ccaggggtay
agataagatt
ggcagagagce
gegtacogea
ttttgateta
cgggtatgge
gtgccetggy

atggggatgt

cteeettaag
ctgectacgac
caaccctcta
atcgtgggga
ceggcaggte
ccaaagactc
caataccagt
tgtcccacay
tcaggcgett
gggacctect
tccggccaac
gggectatge
cgccggetea
tggattgact
agttgaacte
acagcgtacc

attaaccatyg

cccatatgag
gacaagagtt
gcacgaagrc
acctcaccct
agaacctege
agacggcatc
accatcctet
aacccgtgga
ccccatcagg
aatgcecacet
tgtgatetgg
tgcaagtace
cataccgtaa
gaaaccaccy
cgoggtaaca
ctcteccaaag
gtcctagaat
ctgagactgt
cttaatgtygy
cecttecteac
taccccectt
ccacceoccay
aacctcacca
tattacgaaqg
tgtacggccea
atgggggceag
ggatcctact
cectgettgt
tggcccagaq
aaatataaaa

ggagdgatty

atcttatatg
actaacagce
tggagacctc
taccgagtecg
tggaaaggac
gcagettgga
agactgacat
agcecttaat
tctttaatgt
cecctectyygy
tcggagagga
ccygcagyggag
agtcggggtyg
gacaggctta
cceoctggga
tatccaattc
tcactgatge
accggacagyg
gacccecgagt
caatagagat
ccactaccag
gaactggaga
atcccgacaa
gagtagceggt
cttceccaaca
tacctaaaac
accttgcage
ccaccacggt
taatttacca
gagagccagt

cagctggaat

6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6300
6560
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740

7800



agggacgggg
ccagacagac
gttgtctgaa
aggtctetge
gagagacagc
aggoecaagga
caccatcatg
caatcgattg
tcagcaatat
gcecgettgga
cttttggecaa
gtctttecece
ctctggaage
ccccacctgg
aggeggcaca
tctecctcaag
gatctgatct
gtctaggece
tgaccggegg
ceetgotggyg
acggcagtgt
acggcgagat
ccaccctgta
gcatccctag
tgcaaaccag
agcagttcat
cagataaaat
tgtaggtttyg
ctgagaatag

aacaggatat

accactgect
ctcaacgaaq
gtagtcctac
gcagccctaa
atggeccaaat
tgattcgaayg
ggacctctaa
gtccaatttqg
caccagctaa
ataaggecgy
Lgtyagggce
tctegecaaa
ttcttgaaga
<gacaggtge
accccagtge
cgtattcaac
ggggectcegg
ceegaaccac
catggcetee
ctacaaggaqg
gctgggeagg
ctccacoctyg
caccacccetg
gtgtgtgate
gggccacgag
cgacgagagyg
aaaagattte
gcaagetage
agaagttcag

ctgtggtaag

taattaaaac
tcgaaaagte
agaaccgcag
aagaagaatg
taagagaaaqg
ggctgtttaa
tagtactctt
ttaaagacag
aacccataga
tgtgegttty
cggaaaccty
ggaatgcaag
caaacaacgt
ctctgcggee
cacgttgtga
aaggggctga
tgcacatgcect
gaggacygtyy
aagtgggate
ggcggegtge
ggccacaaca
gagaactgty
tcecectigtig
ggcgagaacyg
gtggtggtig
cctcaggact
atttagtcte
ttaagtaacg
atcaaggtca

cagttcctgce
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ccageagret
aattaccaac
aggcctagat
ttgtttttat
gcttaatcag
tagatcecece
actgatctta
gatctecagtg
gtacgagcca
tectatatgtt
gcectgtete
gtctgttgaa
ctgtagcgac
aaaagccacg
gttggatagt
aggatgccca
ttacatgtgt
ttttecettty
aaaagggcat
cratcggegg
tgaggttcca
gcaggetaga
acatgtgtac
tgaacttcaa
ttgacgatga
ggttcgagga
cagaaaaagy
ccattttgca
ggaacagatg

cceggctcag

gagcagette
ctagaaaagt
ttgctattcc
gcagaccaca
agacaaaaac
tggtttacca
ctctttaggac
gtccaggete
tgaacgegtt
attttccace
cttgacgage
tgtcgtgaag
cctttgeagy
tgtataagat
tgtggaaaga
gaaggtacce
ttagtcgagg
aaasacacga
ggatateget
ctgtctgatco
gaagggctce
gggcaaggty
cggegctate
gtccaagggc
gaggtgtaag
tatcggcgag
ggggaatgaa
aggcatggaa
gaacagctga

ggccaagaac

atgecgetat
cactgaccte
taaaggaggg
cggggctagt
tatttgagac
ccttaatete
cttgecattct
tggttttgac
actggccgaa
atattgeegt
attectaggg
gaagcagttc
cagcggaacc
acacctgcaa
gtcaaatgge
cattgtatgg
ttaaaaaaac
ttataaatgg
tacgaggagyg
aacaacaagg
gecaccectge
tacaaggaca
atcatgtacg
gagaagtacc
aagctgatga
taagcggccg
agaceecace
aaatacataa
atatgggcca

agatggaaca

7860
7320
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8320
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
S000
2060
9120
9180
2240
8300
2360
9420
9480
9540
%600



gctgaatatyg
agaacagatg
tttecagggt
ttcgettcte
ccoeteacte
ataaaccctce
ctgagtgatt
daaggccagg
tgacgagcat
aagataccag
gecttacegga
acgctgragy
accceecgtt
ggtaagacac
gtatgtagge
gacagtattt
ctettgatec
gattacgcge
cgcteagtyy
cttcacctag
gtaaacttgg
tectatttogt
gggcttacca
agatttatca
tttatccgcee
agttaatagt
gtttggtatg
catgttgtge
ggeccgeagtg
atccgtaaga

tatgeggega

ggccaaacag
gtccoccagat
gccccaagga
gettctgtic
ggggcgccay
ttgcagttge
gactaccegt
aaccgtaaaa
cacaaaaatc
gegtttecee
tacctgtecyg
tatctcagtt
cagcecgace
gacttatcge
ggtgetacag
ggtatctgceqg
ggcaaacaaa
agaaaaaaagqg
aacgaaaact
atccttttaa
tctgacagtt
tcatccatag
tctggececa
gcaataaace
tccatccagt
ttgecgcoaacg
gettecattea
aaaaaagcgy
ttatcactca
tgcttitetg

ccgagttgct

gatatctgtg
geggtecage
cctgaaatga
gecacgottct
toccteocgatt
atccgacttg
cagcgggggt
aggcegegtt
gacgctcaag
ctggaagete
cctttetece
cggrgtaggt
gctgegectt
cactggeage
agttettgaa
ctctgetgaa
ccaccgctgg
gatctcaaga
cacyttaagy
attaaaaatg
accaatgctt
ttgectgact
gtgctgcaat
agecageegy
ctattaattg
ttgttgccat
geteocggtte
ttagetoctt
tggttatggce
tgactggtga

cttycccyge

34

gtaagcagtt
cctecagcagt
cectgtgect
gctcococgag
gactgagteg
tggtctcget
ctttcattac
getggegttt
tcagaggtgg
cctegtygege
ttegggaage
cgttegetee
atccggtaac
agccactage
gtggtggeet
gccagttacce
tagcggtgdt
agatecctttg
gattttggte
aagttttaaa
aatcagtgag
ceeegtegty
gataccgega
aagggccgag
ttgecgggaa
tgctgcaggc
ccaacgatca
cggtectecqg
agcactgcat
gtactcaacc

gtcaacacqgy

cctgeecegyqg
ttctagagaa
tatttgaact
ctcaataaaa
ccegggtace
gttccttagg
atgtgagcaa
ttccatagge
cgaaacccga
tctectgtte
gtggcgettt
aagetggget
tatcgtcttyg
aacaggatta
aactacggct
ttcggaaaaa
tttettgtete
atcttttcta
atgagattat
tcaatctaaa
gc¢acctatct
tagataacta
gacccacgect
cgcagaagty
gctagagtaa
atcgtggtgt
aggcgagtta
atcgttgtea
aattetctta
aagtcattct

gataataccg

ctcagggeca
ccatcagatyg
aaccaatcag
gagcccacaa
cgtgtateca
agggtctoct
aaggccagea
tccgecceee
caggactata
cgacectgee
ctcaatgcte
gtygtygcacga
agtccaaccc
gcagagcgay
acactagaag
gagttggtag
gcaagcagca
cggggtctga
caaaaaggat
gtatatatga
cagcgatctg
cgatacggga
caccggectec
gtectgcaac
gtagttcgece
cacgctegto
catgatcece
gaagtaagtt
ctgtcatgece
gagaatagtg

cgccacatag

9660

9720

9780

9840

9900

9960
10020
10080
10140
10200
102690
10320
i0380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400

i1460



cagaacttta
cttaccgetyg
atcttttact
aaagggaata
ttgaagecatt
aaataaacaa
aaccattatt
tcaagaatte
<210>
<211>

<212>
<213>

20

ADN

<220>
<223>

<400> 20

aaagtgctca
ttgagatcca
ttcaccageg
agggcgacac
tatcagggtt
ataggggtte
atcatgacat

at

11892

tcattggaaa

gttegatgta

tttctgggtg
ggaaatgttyg
attgteteat
cgcgecacatt

taacctataa

Secuencia Artificial

Vector RCR - pAC3 - yCD

tagttattaa tagtaatcaa ttacggggtc

cgttacataa
gacgtcaata
atgggtggay
aagtacgccce
catgacctta
catggtgatg
atttccaagt
ggacttteca
acggtygggag
actgagtcgc
ggtctegetg
tttcattigyg
cegggaggta
tgattttatg
tggtggaact

cgggggecegt

cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
cctattgacqy
tyggacttte
cggrLtrgge
cteccacecca
aaatgtegta
gtctatataa
ccgggtacce
ttcctiggga
gagctcgtee
agetggecag
cgectgegte
gacgagtticyg

ttttgtggec

atggeccgee
ttecccatagt
aaactgccca
tcaatgacqgy
ctacttggea
agtacatcaa
ttgacgtcaa
acaactecygce
gcagagctgyg
gtgtatccaa
gggtctecte
gggatcggga
caacttatct
ggtactagtt
gaagacccgg

cgacctgagt

35

acgttctteg

acccacteqt

agcaaaaaca
aatactcata
gagcggatac
tccccgaaaa

aaataggegt

attagttcat
tggctgaceyg
aacgccaata
cttggcagta
taaatggceccce
gtacatctac
tgggoglgga
tgggagtttg
cccattgacy
tttagtgaac
taaaccctcet
tgagtgattyg
gacccctgec
gtgtctgtee
agataactag
ccgcaacect

ccaaaaatcc

gggcgaaaac

geacccaact

ggaaggcaaa

ctettecttt
atatttgaat
gtgeccacctg

atcacgaggc

agcccatata
cccaacgace
gggacttitce
catcaagtgt
gectggeatt
gtattagtca
tagcggrttg
ttttggcace
cadatgagey
cggegeeagt
tgcagttgca
actacccgte
cagggaccac
gattgtetag
ctctgtatet
gggagacgtc

cgatcgtttt

tctcaaggat
gatcttcage
atgccgcaaa
ttcaatatta
gtatttagaa
acgtetaaga

cctttcgtct

tggagttecg
cececgeccatt
attgacgtca
atcatatgcc
atgcecagta
tecgetattac
actcacgggqg
aaaatcaacg
graggcegrgt
ceteecgattg
tccgacttgt
agegggagte
cgacccacea
tgtetatgac
gacggacccg
ccagggactt

ggactcttty

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11892

60
120
180
240
300
360
120
480
540
600
660
720
780
B840
900
960

1020

jor¥



gtgcaccece
tocegectee
tetgetygcag
atatgggeca
agcggatcge
ctgcagaatg
tcatcacceca
tccecctacat
ttgtacaccc
ctectegtte
ccaaacctaa
aagacccces
gagaagcgac
Jggagacggga
gaggaaacgy
ataataaccc
tcatcaccca
gagaagaaaa
gccecactcea
attacaccac
gtctccaaaa
ggcccaatga
ctcettatga
agtetgeece
ttggagattt
gagaggaacg
agcagaaaga
ctgtcgttag
atcgegacca
aaccacgagqg

gaggtcagygy

cttagaggag
gtetgaattt
catcgttety
gactgttacc
tcacaaccag
gccaaccttt
ggttaagatce
catgacctgg
taagcctccg
gacceegeet
accteaagtt
gcecrtatagg
ccctgcggga
gcecectgtg
acagcttcaa
ttecttttet
tcagcccacce
acaacgggtg
actgcccaat
ccaggcaggt
cgegggcaga
gtctecectcg
ccctgaggac
agacattggyg
ggttagagag
tatcaggaga
gaaagaaaga
tggacagaaa
gtgtgeetac
acctegggga

tcaggagecee

ggatatgtgg
ttgctttegy
tgttgtetet
actcccttaa
tcggtagatg
aacgtcggat
aaggtetttt
gaagccttgg
cctectotic
cgatectece
ctttctgaca
gacccaagac
gaggcaccgyg
gecgacteca
tactggeegt
gaagatccag
tgggacgact
ctettagagg
gaagtcgaty
aggaaccace
agccccacca
geettectag
ccagggcaag
agaaagttag
gcagaaaaga
gaaacagagg
gatcgtagga
caggatagac
tgcaaagaaa
ccaagacccce

cceecctgaac
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ttctggtagqg
tttygggacey
gtctgactgt
gtttgacctt
tcaagaagag
ggccgcgaga
cacctggece
cttttgaccc
ctecatccge
tttatccage
gtggggggcc
cacccectte
accecteocce
ctacctegea
tectectette
gtaaactgac
gtcagcagct
ctagaaaggc
cegettttee
tagtccacta
atttggccaa
agagacttaa
aaactaatgt
agaggttaga
tctttaataa
aazdaagaaga
gacatagaga
agggaggaga
aggggcactg
agacctcect

ccaggataac

agacgagaac
aagecygeges
gtttctgtat
aggtcactgy
acgttgggtt
cggcaccttt
geatggacac
ccectecctag
ccegtctete
cctecactect
getcategac
cgacagggac
aatggcatct
ggcattecce
tgacctttac
agctctgate
gttggggact
ggtgcggggce
cectegagege
tegecagtty
ggtaaaagga
ggaagcctat
gtctatgtct
agatttaaaa
acgagaaacce
acgcecgtagg
gqatgagcaaqg
acgaaggagqg
ggctaaagat
cctgacccta

cctcaaagte

ctaaaacagt
gegegretty
ttgtctgaga
aaagatgtcg
accttctget
aaccgagace
ccagaccadyg
gtcaageect
cececttgaac
tctetaggeg
ctacttacayg
ggaaatggtg
cgcctacgtg
ctocgcgeay
aactggaaaa
gagtectgttc
ctgctgaccg
gatgatgggc
¢ccagactygy
cteoctagegy
ataacacaag
cgcaggtaca
tteatttgge
aaCAAJACTS
ccggaagaaa
acagaggatg
ctattggeca
tcccaacteyg
tgteccaaga
gatgactagg

ggggggcaac

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1580
1740
1800
1860
1520
15380
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820

2880

199



cegreacett
ccctaagtga
ccacggatcy
cagactagtcc
actitgagqy
ccctaaarat
tagggtccac
tageagtieg
taaaacaata
tgttggacca
ttaagaaacc
gggtggaaga
cgbceccacca
accecaccag
gacaattgac
aggcactgca
agtacgtgga
gggceetyte
tttygccagaa
ctgaggccag
gggagttcect
cageceeete
asaaaggccta
atttgactaa
taacgcaaaa
cagtagcagc
aggatgcayg
aggcactagt
aggeccttget

ctacgetgcet

cotggtagat
taagtctgce
caaagtacat
ctatcctety
étcaggaqcc
agaagatgag
atggctgtct
ccaagotoct
ccccatgtea
gggaatacty
agggactaat
catcgaccce
gtggtacact
tcageetetlce
ctggaccaga
cagagaccta
tgacttactg
acaaacccta
acaggtcaag
aaaagagact
agggacggca
gtaccetete
tcaagaaatc
gcccittgaa
actgggacct
tgagtggecec
caagctaace
caaacaacce
tttggacacg

cccecactgect

actggggece
tgggtccaag
ctagctaccg
ttaggaagad
Caggttatgy
catcggcetac
gattttcctc
ctgatcatac
caagaagcca
gtaccetygec
gattataggc
accgtgecca
gtgcttgatt
ttcgeotttyg
cteccacagg
gcagacttcc
ctggcecgeca
gygaaccteg
tatctyggggt
grgatggggc
gacttctgte
accaasacyy
aagcaagetce
ctctttgtcg
tggcgtegge
ccttgcctac
atgggacagce
ccegacegcet
gaccgggtcece

gaggaagggc
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aacacteoegt
gggctactgy
gtaaggtcac
atttgctgac
gaccaatggg
atgagaccte
aggcctggge
ctctgaaagc
gactggygat
agteeccecty
ctgtocagga
acccttacaa
taaaggatgc
agtggagaga
gtttcaaaaa
ggatccagca
cttctgaact
ggtatcggge
atcttctaaa
agcctactee
gcctetggat
ggactcetgtt
ttctaactge
acgagaagca
cggtggccta
ggatggtagc
cactagtcat
ggctttccaa
agttcggace

tgcaacacaa

getgacccaa
aggaaagcgyg
ccactettte
taaactaaaa
gecagececetg
aaaagagcea
ggaaaccggy
aacctctacc
caagccecac
gaacacgece
tctgagagaa
cctcttgage
ctittictge
tccagagatg
cagteccace
cccagacttg
agactgccaa
cteggecaag
agagggtcag
gaagacccect
ccectgggtit
taattgggge
cccageecty
gggctacgce
cetgtecaaa
agccattgec
tctggocece
cgcceggaty
ggtggtagcc

ctgcetigat

aatcctggac
tatcgctgga
ctccatgtac
gcccaaatee
casgtgttga
gatgttrcre
ggcatgggac
ccecgtgteca
atacagagac
ctgctaccey
gtcaacaagc
gggctcceac
ctgagactcec
ggaatctcag
ctgtttgatg
atcctgctac
caaggtacte
aaageccaaa
agatggetga
cgacaactaa
gecagaaatgy
ctagaccaac
gggrrgccag
aaaggtgtcce
aagctagacc
gtactgacaa
catgcagtag
actcactatc
ctgaacccegg

atcetggecg

2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
45860
4620

4680



aageccacgyg
ggtacacgga
ccaccgagac
ctgaactgat
atactgatag
gtgggtigct
taaaagcecect
gacacagcge
tcacagagac
aacattttca
ataaaacaaa
ttgaattatt
tcctagagag
tcactgagac
gaactagggt
agcceggatt
tagaagccett
agatcttcce
tctecaaggt
catacagacc
taactaaatt
tgtaccgage
gggcaceece
ccteteteca
tggcggeage
gcgacacagt
cttacacagt
tacacgecege
ggcgegttca
agtcatggga

aacctygaga

aaccecgaccee
tggaagcagt
cgaggtaate
agcactcacc
cocgttatget
cacatcagaa
ctttetgece
cgaggctaga
tccagacace
ttacacagtyg
gaagtattygg
agactttott
aagccacagt
ctgcaaaget
cegegggeat
gtatggctat
cccaaccaaqg
caggttegge
gagtcagaca
ccaaagctca
aacgcttgca
ccgeaacacy
geccecttgta
agetcactta
ctaccaagaa
gtgggtcege
cetgetgace
ccacgtgaag
acgctctcaa
gtcctgttag

gtcaccaace

gacctaacgg
ctettacaaqg
tgggctaaag
caggccctaa
tttgctactg
ggcaaagaga
apraagacttra
ggcaaccgga
tctaccctee
Actgatataa
gtctaccaaqg
catcagcetga
ccctactaca
tgtgcacaag
cggceeggea
aaatatcttc
aaagaaaccg
atgcctcagg
gtggeegate
ggccaggtag
actggctcta
cogggeeees
aacttecctg
caggcetetet
caactggacc
cgacaccaga
acceecacey
getgecgace
aaccececcetca
gagtagggat

tgatgactgg

38

accageeget
agggacagcg
cectgecage
agatggcaga
ccecatateca
tcaaaaataa
gecataatccea
tggctgacca
tcatagaaaa
aggacctaac
gaaaacctgt
ctcaccteaqy
tgctgaaccy
tcaacgccaq
ctcatiggga
tagtttttat
ccaaggtegt
tattgggaac
tgttggggat
aaagaatgaa
gagactgggt
atggectcac
accctgacat
acttagteca
gaccggtggt
ctaagaacct
cecteaaagt
ceygyggTay
agataagatt
ggcagagagc

gcegtaceyec

cccagacgee
taaggcggga
cgggacatcc
aggtaagaaq
tggagaaata
agacgagate
ttgtccagga
agcggcccga
ttcatcacce
caagttgggy
gatgcctgac
cttctcaaaa
ggatcgaaca
caagtetgec
gatcgattte
agataccttt
aaccaagaag
tgacaatggg
tgattggaaa
tagaaccatc
gctectacte
cecatataag
gacaagagtt
gcacgaagte
acctcaccct
agaaccitcge
agacggecate
accatectet
aacccgtgga
ccccatcagg

aatgecacet

gaccacacct
getgeggtga
gctcageggq
ctaaatgttt
tacagaagge
ttggccctac
catcaaaagy
aaggcageca
tacacctcag
gecatttatg
cagtttactt
atgaaggcte
ctcaaaaata
gttaaacaqg
accgagataa
tctggotgga
ctactagagg
cctgectticg
ttacattygty
aaggagactt
cccttagecce
atcttatatg
actaacagce
tggagacete
taccgagtcg
tggaaaggac
geagettgga
agactgacat
agcccttaat
tctttaatgt

cecetectggy

4740
4800
4860
4520
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
3820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480

6540



sactgtacaa
gtgggacect
acagcggacc
tgggggacca
ctggaagece
cacgggatge
cttccaaggg
aggadaaaaqy
aacagatcct
ceccataggy
tgtaccgget
tacaccctca
tagactacta
gacccaagaa
cgtyggeact
taagcttacc
tcaccaggcce
accegecgyga
gcteaateta
ctcececgat
atcattgacc
agggacggyyg
ccagacagac
gttgtctgaa
aggtctctgc
gagagacagc
aggccaagga
caccatcatg
caatcgattg

tcagcaatat

gatgccttcee
tcagaccaqyg
cggacttttg
ggagagggct
acatcatcgt
tctaaagttg
gctactegag
gectaactgqgyq
attaccatgt
ceeaacecaqy
ccacagecac
acctccceta
gctctagtca
tgttggcigt
tataccaate
ctatctgaag
ttatgtaaca
acaatgrggy
accacagatt
tatatgtatg
ctggecctte
accactgeet
ctcaacgaag
gtagtcctac
gcageccctaa
atggccaaat
tggttegaag
ggacctctaa
gtccaatttg

caccagctaa

caaaattata
aaccgtatgt
acttttacgt
actgtggtaa
gggacctagat
cetgtggece
ggggcagaty
acgggeccaa
tctcectgac
tattaccega
ctagceccect
caagtccaag
aaggagccta
gcttagtgtc
attccacege
tgacaggaca
ccacccanag
ctrgcageac
attgrgratt
gtcagcttga
tactaggagg
taattaaaac
tcgaaaagte
agaaccgcag
aagaagaatqg
taagagaaag
ggctgtttaa
tagtactctt
ttaaagacag

aacccataga
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ttttgatcta
cgggtatgge
gtgccctggg
atgggggtgt
ctcecttaag
ctgctacgac
caaccctcta
atcgtgggga
ccggeaggtc
ccaaagacte
caataccagt
tgtcccacayg
tcaggcgett
gggacctect
teccggecaac
gggegetatge
cgceggctca
tggattgact
agttgaacte
acagogtace
attaaccatg
ceageagtet
aattaccaac
aggcctagat
ttgtttttat
gcttaatcag
tagatccceee
actgatctta
gatctcagtyg

gtacgagcca

tgtgatetygg
tgcaagtacc
cataccgtaa
gaaaccaccy
cgcggtaaca
ctctecaaag
gtcctagaat
ctgagactgt
cttaatgtgg
ccttecteac
taccccectt
ccacceccay
aacctcacca
tattacgaag
tgtacggeca
atggggycag
ggatcctact
ccctgettgt
tggecccagag
aaatataaaa
ggagggattg
gagcagette
ctagaaaagt
ttgctattcc
gcagaccaca
agacaaaaac
tggtttacca
ctectttagac
gtccaggctc

tgaacgcgtt

tcggagagga
ccgcagggeg
agtcggggtyg
gacaggctta
ccecetgygyga
tatccaattce
tcactgatge
accggacaqq
gaccccegagt
caatagagat
ccactaccag
gaactggaga
atcccecgacaa
gagtagcggt
cttcccaaca
tacctaaaac
accttgecage
ccaccacygt
taatttacea
gagagccagt
cagctggaat
atgccgetat
cactgaccte
taaagyaggyg
cggageragt
tatttgagac
ccttaatete
cttgcattct
tggttttgac

actggccgaa

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

3040

8100

8160

8220

8280

8340



gccgottgga
ctrttggcaa
gtettteeece
ctctggaagc
ccececacctgyg
aggcggcaca
tetectcaag
gatctgatet
gtctaggecece
tgacaggayqg
cggecttagy
acggaagrge
atggtgagat
ccactttgta
gtattccacg
tacaaactag
aacaatttat
cagataaaat
tgtaggtttyg
ctgagaatag
aacaggatat
gectgaataty
agaacagatg
tttecagggt
ttcgettcte
ccecteacte
ataaacccete
ctgagtgatt
aaaggecagg
tgacgagcat

aadataceady

ataaggecgg
tgtgagggece
tctcgecaaa
ttcttgaaga
cgacaggtge
accccagtge
cgtattcaac
gygggccetegg
cccgaacgac
aatggcaage
ttacaaagaq
teteggtegt
ctccactityg
tacgacgetyg
ctgtgtrgte
aggtcacgag
cgatgaaaga
daaagatttt
gcaagectage
agaagttcag
ctgtggtaag
ggccaaacag
gtccccagat
gecccaagga
gcttctgtte
ggggcgcecag
ttgcagttge
gactaceccgt
aaccgt aAaaa
cacaaaaatc

gegtrteocee

tgtgegttty
cggaaacctg
ggaatgcaayg
caaacaacgt
ctectgeggee
cacgttgtga
saggggctga
tgcacatgct
ggggacgtgg
aagtgggate
ggtggtgtte
gygtcacaaca
gaaaactgtg
tetecatgcy
ggtgagaacy
gttgttgttg
ccteaggatt
atttagtcte
ttaagtaacy
atcaaggtca
cagttcctge
gatatctgty
gcggtceage
cctgaaatyga
gcgegettet
tectecgatt
atccgactty
cagcegggggt
aggcecgegtt
gacgctcaag

ctyggaagete

40

tctatatgtt
gecetgtoett
gtctgttgaa
ctgtagcgac
aaaagccacq
gttggatagt
aggatgecea
ttacatgtgt
ttttcectttg
agaagygtat
ctattyggedy
tgagatttca
ggagattaga
acatgtgtac
ttaatttcaa
ttgacgatga
ggtttgaaga
cagaaaaagyg
¢cecattttgea
ggaacagatg
ccecggctcag
gtaageagtt
cctecagcagt
cecrgtgect
gecteeccegag
gactgagtcg
tggteteget
ctitcattac
gctggegtct
tcagaggtgg

cetegtygege

attttccace
cttgacgage
tgtecatygaag
cctttgcagg
tgtataagat
tgtggaaaga
gaaggtacece
ttagtcgagg
aaaaacacga
ggacattgee
atgtcttate
aaagggatec
gggcasagty
aggtgccatce
aagtaaggge
gaggtgtaaa
tattggtgag
ggggaatgaa
aggcatyggaa
gaacagctga
ggccaagasac
cctgeccegy
ttctagagaa
tatttgaact
ctcaataaaa
cccgggtace
gttecttggg
atgtgagcaa
ttecatagge
cgaaacccga

tcteetgtee

atattgeegt
attcctaggy
gaagcagttc
cagcggaace
acacctgcaa
gtcaaatggc
cattgtatgg
ttaaaaaaac
ttataaatgg
tatgaggagy
aataacaaag
gecacactac
tacaaagata
atcatgtaty
gagaaatatct
aagatcatga
taggcggecg
agaceccecace
saatacataa
atatgggcca
agatggaaca
cteaggycca
ccatcagatg
aaccaatcag
gagcccacaa
cgtgtatcca
agggtctect
aaggccagea
tcegeecece
caggactata

cgaccetgee

8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
4940
8000
9060
9120
89180
9240
9300
9360
9420
9480
93540
2600
9660
8720
9780
9840
5900
9960
140020
10080
10140

10200



gettacegga
acgctgtagg
acccceegtt
ggtaagacac
gtatgtagge
gacagtattc
ctcttgatce
gattacgeqge
cgctcagtgy
cttcacctay

gtaaacttgg

tetatttegt

gggettaccea
agatttatca
tttatecges
agttaatagt
gtittggtatg
catgtigtge
ggccgcagty
atccgtaaga
tatgcggega
cagaacttta
cttaccgetg
atctittact
aaagggaata
ttgaagcatt
aaataaacaa
aaccattatt

tcaagaatte

<210> 21

tacctgteey
tatctcagtt
cageccgace
gacttatcge
ggtgctacag
ggtatergeg
ggcaaacaaa
agaaaaaaag
aacgaaaact
atccttttaa
tectgacagtt
tcatccatag
tctgacceca
gcaataaacc
tecatccagt
ttgcgcasacyg
gcttcattca
asaaaageyy
ttatcactea
tgcttticty
ccgagttgct
aaagtgctea
ttgagatcca
ttcaccageyg
agggcgacac
tatcagggtt
ataggggttc
atcatgacat

at

cetttotece
cggtgtaggt
gctgecgoott
cactggcage
agttctrgan
ctetgetygaa
ccaccgctgg
gatctcaaga
cacgttaagg
attaaaasaty
accaatgott
ttgcctgact
gtactgcaat
agccageogg
ctattaatty
ttattgccat
gectecggtte
ttagetectt
tggttatgge
tgactggtga
cttgeccogac
tecattggaaa
gttegatgta
tttctgggtg
ggaaatgttg
attgtctcat
cgcgeacatt

taacctataa

41

ttegggaage
cgttogetee
atccggtaac
agccactggt
gtggrggcet
geccagttace
tagcggtggt
agatcctttg
gattttggte
aagttttaaa
aatcagtgag
cccogtogty
gataccgega
|agggecygag
ttgccgggaa
tgctgcagac
ccaacgatca
cgytecteeq
agecactgeat
gtactcaace
gtcaacacgg
acgttettey
accecactegt
agcaaaaaca
aatactcata
gagcggatac
tceccgaaaa

aaataggcgt

Jgtggegetet
aagctggget
tatcgtcttg
aacaggatta
aactacggct
ttcggaaaaa
ttttttgttt
atetttteta
atgagattat
tcaatctaaa
gcacctatet
tagataacta
gacccacgct
cgcagaagtyg
gectagagtaa
atcgtggtgt
aggcgagtta
Aatcgtrgtea
aattetetta
aagtecattot
gataataccg
gggcgaaaac
gecacccaact
ggaaggcaaa
ctetteocttt
atatttgaat
gtgcecacety

atcacgaggc

cteaatgete
gtgtgcacyga
agtccaacce
gcagagcgag
acactagaag
gagttggtag
gcaagcagea
cagggtetga
caaaaaggat
gratatatga
cagcgatery
cgatacggga
caccggectee
gtcetgecaac
gtagttegee
cacgctegte
catgatccee
gaagtaaget
crgteatgec
gagaatagtg
cgccacatag
teteaaggat
gatcttcage
atgccgcaaa
ttcaatatta
gtatttagaa
acgtctaaga

cetttegtct

10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880

11892



<211>
<212>
<213>

ADN
<220>
<223>

<400> 21
tagttattaa

cgttacataa
gacgtcaata
atgggtggaq
aagtacgeec
catgacctta
catggtgaty
atttecaagt
ggactttcca
acggtgggaqg
actgagtcgce
ggtctegetg
totecatittgy
ccgggaggta
tgattttaty
tggtggaact
cgggggcegt
gtgcacceoe
tecegectee
tetgetgeag
atatgggeca
agcggatcge
ctgcagaatyg
tcatcaccca
tececctacat
ttgtacacee

Stectegtie

12007

tagtaatcaa
cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
cctattgacg
tgggacttte
cggtitigyge
ctecacceca
aaatgtcgta
gtetatataa
cegggtacee
ttecttggga
gugctegtee
agctggccag
cgectycyte
gacgagtteg
ttttgtggce
cttagaggag
ghctgaattt
categtretg
gactgttacc
tcacaaccag
gccaaccttt
ggttaagate
cgtgacctygg
taagccoteceg

gaccecgect

Secuencia Artificial

RCR Vector - paCE-CD

ttacggagte
atggoccgec
tteccatagt
aaactgccca
tcaatgacgy
ctacttggca
agtacatcaa
ttgacgtcaa
acaactccge
gcagagetyy
gtgtatccaa
gggtetecte
gggatcggga
caacttatct
ggtactagtt
gaacacccgy
cgacctgagt
ggatatgtgy
ttgctttcgg
tgttgtetet
actcccttaa
tcggtagatg
aacgtceggat
aaggretttt
gaageettgg
cctectotte

cgatecteee

42

attagttcat
tggctgaceg
aacgecaata
ctitggcagta
tazatggcec
gtacatctae
tgggegtgga
tgggagtttg
cccattgacyg
tttagtgaac
taaaccctct
tgagtgattg
gacccctger
gtgtctgtcc
agctaactay
cegcaacect
ccaaazatcc
ttectggtagy
tttgggaccyg
gtetgactgr
gtttgacctt
tcaagaagag
ggccgcgaga
cacctyggese
cttttgacee
ctecatocege

ttratccage

agccecatata
cccaacgace
gggactttee
catcaagtgt
goccbtggeoatt
gtattagtca
tageggttty
tLttggecace
caaatggygcy
caggcaccagt
tgcagttgea
actaccecgtc
cagggaccac
gattgtctag
ctetgtatet
gggagacgtc
cgatcgtttt
agacgagaac
aagccgegee
gttretgtat
aggtcactgy
acgttgggtt
cggcacgttt
geatggacac
cectecetgy
cecegtetete

ccteactect

tggagttecyg
cccgeceatt
attgacgtea
atcatatgcc
atgcccagta
tcgetattac
actcacyqqy
aaaatcaacy
gtaggegtot
¢ctocgattyg
tecgasttgt
agcggggqte
cgacccacea
tgtctatgac
ggcggacceey
ccagggactt
ggactctttg
ctaaaacagt
gcgcgtcttg
ttgtctgaga
aaagatgtcg
accttctggt
aaccgagace
ecagaccaqy
gtcaagecet
ccccttgaac

tctetagycy

60
120
180
240
300
360
220
480
540
600
660
320
780
840
$00
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560

1620



ccaaacctaa
sagaccccee
gagaagcgac
ggagacggga
gaggaaacyyg
ataataaccc
tcatcaccca
gagaagaaaa
gcccocactca
attacaccac
gtctecaaaa
ggcccaatga
ctccttatga
agtctgeecc
ttggagattt
Jagaggaacyg
agcagaaaga
ctgtegttag
ategecgacea
aaccacgagg
gaggtcaggg
cegteacctt
ccctaagtga
ccacggatcyg
cagactgtec
actttgaggg
ccctaaatat
tagggtceac
tggcagttcg

taaaacaata

acctcaagte
gccttatagg
ccectgeggga
gceccectgtyg
acagcttcaa
ttetttrtet
tcagocccace
acaacgggtg
actgccecaat
ccagycaggt
cgegggeaga
gtctcecectcg
ccctgaggac
agacattggg
ggttagagag
tatcaggaga
gaaagaasaga
tggacagaaa
gtgtgecctac
acctcegggga
tcaggagccc
cctggtagat
taagtcrgec
cazagtacat
ctatccrctyg
atcaggagcc
agaagatgag
atggectgtct
ccaagcetect

ccecatgtca

ctttctgaca
gacccaagac
gaggcacecgg
gecegactcca
tactggeccgt
gaagatccag
tgggacgact
ctecttagagy
gaagtcgatg
aggaaccace
agecccacca
gccttcctag
ccagggcaag
agaaagttag
gcagaaaaga
gaaacagagg
gatcgtagga
caggatagac
tgcaaagaaa
ccaagacccece
ccocectgaac
actggggece
tgggtccaag
ctagctaccyg
ttaggaagag
caggttatgg
catcggetac
gattttecte
ctgatcatac

caagaageca

43

gtggggggec
caccccettc
acgcectecce
ctacctecgea
tecTectente
gtaaactgac
gtcagcaget
ctagaaaggc
ccgettttee
tagteccacta
atttggccaa
agagacttaa
aaactaatgt
agaggttaga
tctttaataa
asaaagaaga
gacatagaga
agggagygaga
aggggeacty
agacctecct
ccaggataac
aacacteegt
gggetactgg
gtaaggtcac
attrtgctgac
gaccaatggy
atgagaccte
aggceciggge
ctctgaaagc

gactggggat

geteategac
cgacagggac
aatggcatct
ggcattecce
tgacctrtac
agctctgatc
gttggggact
ggtgcgggygc
cctegagege
tegecagLty
ggtaaaagga
ggaagcctat
gtctatgtct
agatttaaaa
acgagaaacc
acgccgtagg
gatgagcaag
acgaaggagy
ggctaaagat
cctgacecta
cctcaaagte
getgacecaa
aggaaagcgy
ccactctttc
taaactaaaa
gcagccoetg
aaaagagcca
ggaaaccggg
aacctctace

caagoecccac

ctactracag
ggaaatggtyg
cgcecctacgty
cteecgegeag
aactygaaaa
gagtcetgtic
ctgctgaceg
gatgatggge
ccagactggg
ctectageqy
ataacacaag
cgcaggtaca
ttcatttgge
aacaagacge
ccggaagasa
acagaggatg
ctattggcca
teccaacteg
tgteccaaga
gatgactaqgg
ggggggcaac
aatcctggac
tatcegetgga
ctccatgtac
gcccaaatce
caagtgttga
gatgtttcte
ggcatgggac
ceceqgtgteca

atacagagac

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



tgttggacca
ttaagaaace
gggtggaaga
cgtcccacca
accccaccag
gacaattgac
aggcactgca
agtacgtgga
gggccctgtt
tttgecagas
ctygaggecay
Jgggagttect
cagcccectt
aaaaggecta
atttgactaa
taacgcaaaa
cagtagcage
aggatgcagyg
aggcactagt
aggccttget
ctacgctget
aagcccacgyg
ggtacacgga
ceaccgagac
ctgaactgat
atactgatag
gtaggtrget
taaaagecct
gacacagcgc
tcacagagac

aacattttca

gggaatactg
agggactaat
catccaccce
gtggtacact
tcagectete
ctggaccaga
cagagaccta
tgacttacty
acaaacccta
acaggtcaag
aaaagagact
agggacggca
gtaccctcetc
tcaagaaate
gcectttgaa
actgggacct
tgagtaggeec
caagctaacc
caaacaaccc
tttggacacqg
cccactgect
aaccoygacee
tggaagcagt
cgaggtaatc
agcactcacc
cegttatget
cacatcagaa
ctttotgece
cgaggctaga
tccagacace

ttacacagty

gtaccctgee
gattataggce
accgtgccca
gtgcttgatt
ttcgecttty
ctcccacagg
gcagacttce
ctggecegeca
gggaacctceg
tatctggogt
gtgatggggce
ggcttctgte
accaaaacqgqg
aagcaagctce
ctctttgteg
tggcgtegge
ccttgectac
atgggacage
cecgaceget
gaccgggtece
Jaggaagggc
gacctaacgg
ctcottacaag
tgggetaaag
caggccctaa
tttgctactg
ggcaragaga
asaagactta
ggcaaccgga
tctaccctce

actgatataa
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agtcccectg
ctgtecagga
acccttacaa
tazaggatgc
agtggagaga
gtttcaaaaa
ggatccagea
cttctgaget
ggtategggce
atcttetaan
ageetactee
gcoctctggat
ggactctgtt
ttctaactge
acgagaagea
cgptggecta
ggatggtage
cactagtcat
ggctttecaa
agtteggacce
tgcaacacaa
accagcceget
agggacagcg
coctgccage
agatggcaga
cceatateca
tcazaaataa
gcataatcca
tggctgacca
tcatagaaaa

aggacctaac

gaacacgcece
tetgagagaa
cctcttgage
ctitttctge
tccagagaty
cagtcccacc
cccagactty
agactgccaa
ctcggccaag
agagggtcag
gaagacceet
ccctygggttt
taattgggge
ccecagecety
gggctacgece
cctgtccaaa
agccattgee
tctggcccce
cgcccggaty
ggtggtagce
ctgccttgat
cCCagacyce
taaggcggga
cgggacatee
aggtaagaag
tggagaaata
agacgagate
ttgtccagga
ageggeecga
ttcatcacce

caagttoggy

ctgctaceceg
gtcaacaagce
gggeteccac
ctgagactcc
ggaatctcag
ctgtttgatg
atecetgctac
caaggtactc
amagcccaaa
agatggctga
cgacaactaa
gcagaaatgg
ccagaccsaac

gggttgecag

aaaggtgtece

aagctagacc

gtactgacaa
catgcagtag
actcactate
ctgaaccegg
atcctggccg
gaccacacct
gctgecggtga
gcteageggg
ctaaatgttt
tacagaagge
ttggcectac
catcaaaagqg
aaggcagcca
tacacctcag

gecatttaty

3380
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4360
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220

5280



ataaaacasa
ttgaattatt
tcctagagag
tcactgagac
gaactaqggt
agcccggatt
tagaagcctt
agatettcee
tctecaaggt
catacagace
taactaaatt
tgtaccgagc
gggcaccece
cctctcteca
tggeggeage
gcgacacagt
cttacacagt
tacacgecge
ggcgegrica
agtcatggga
aacctggaga
aactgtacaa
gtgggacecct
acagcggace
tgggggacca
ctggaagecce
cacgggatge
cttccaaggg
aggaaaaaaqg

aacagatcct

gaagtattye
agactttctt
aagccacagt
ctgecaaagct
cegegggeat
gtatggctat
cccaaccaag
caggtticgge
gagtcagaca
cCaaaggetca
aacgcttgea
ccgcaacacy
gcceccttgta
agctcactta
ctaccaagaa
gtgggtccge
cctgctgace
ccacgtgaag
acgetetcaa
gtectgttag
gtcaccaacc
gatgecttes
tcagaccagqg
cggacttttg
ggagagyggct
acatcatcgt
tctaaagtty
gctactcgag
gctaactggyg

attaccatgt

gtetaccaaqg
catcagetyga
ccctactaca
tgtgcacaag
cggcecggca
aaatatcttce
aaagaaaccg
atgectcagy
gtggcegatc
ggccagglayg
actggcteta
ccgggecccee
aacttcectg
caggctctct
caactggace
cgacaccaga
acccecaceg
getgoegace
aaccecetea
gagtagggat
tgatgactgg
caaaattata
aaccgtatgt
acttttacgt
actgtggtaa
aggacctaat
cetgtggecee
ggggcagaty
acgggcocaa

tctecectgac
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gaasacctgt
ctcaccteag
tgctgaaceq
tcaacgeceay
ctcattggga
tagtttttat
ccaaggtegt
tattgggaac
tgttggggat
aaagaatgaa
gagactgggt
atggcctcac
accctgacat
acttagtcca
gaceggtgge
ctaagaacct
cccteaaagt
ccggggatgy
agataagatt
ggcagagage
gcgraccgcce
ttttgarcta
cgggtatggc
gtgccctggg
atgggggtgt
ctcececttaag
ctgctacgac
caacccteta

atcgtgggga

ccggeaggte

gatgectgac
cttctcaaaa
ggatcgaaca
caagtctgee
gatcgattte
agataccttt
aaccaagaag
tgacaatggy
tgattggaaa
tagaaccate
geteectacte
cccatatgag
gacaagagtt
gcacgaagtc
accteacect
agaacctcge
agacggratc
accatectet
aacccgtgga
cccecatcagqg
aatgccacct
tgtgatctgy
tgcaagtace
cataccgtaa
gaaaccaceq
cgcggtaaca
ctetecaaay
gtcctagaat
ctgagactgt

cttaatgtgy

cagttractt
atgaaggcte
ctcaaaaata
gttaaacagg
accgagataa
tctggetgga
ctactagagyg
cctgectteg
ttacattgtg
aaggagactt
ccchtagece
atcttatatg
actaacagce
tggagaccte
taccgagteyg
tggaaaggac
gcagcettgga
agactgacat
agcecttaat
tetttaatgt
ccctectggy
teggagagga
ccgcagggay
agtcggggtg
gacaggetta
cccocctggga
tatccaatte
tcactgatge
accggacagg

gaccccgagt

5340
5400
5460
55320
5380
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



ccececataggyg
tgtaccgygct
tacaccctca
tagactacta
gacccaagaa
cgtgggcact
taagcttace
tcaccaggcc
accegecgga
gctcaatcta
ctcceccegat
atcattgace
agggacgggy
ccagacagac
gttgtctgaa
aggtctctge
gagagacagc
aggccaagga
caccateaty
caatcgatta
tcaacaatat
agecgettygy
tettttggea
ggtettteee
cctetggaag
cccecacctg
aaggeggcac
ctctecteaa
ggatctgate
cgtctaggec

ggtgacagygy

cccaacccad
ccacagecac
acctececta
gctctagtca
tgttggetgt
tataccaate
ctatctgaag
ttatgtaaca
acaatgtggg
accacagatt
tatatgtatg
ctggecctte
accactgect
ctcaacgaag
gtagtcctac
gcagccctaa
atggccaaat
tggttcgaag
ggacctctaa
gtccaattitg
caccagetga
aataaggecy
atgtgagggc
ctetogecas
cttcttgaag
gcgacaggty
aaccccagtyg
gegtattcaa
tggggcecteg
ccecgaacca

ggaatggcaa

tattacccga
cragceccect
caagtccaag
aaggagccta
gcttagtgte
attccacege
tgacaggaca
ccacccaaagq
cttgcagecac
attgtgtatt
gtcagettga
tactaggagyg
taattaaaac
tocgaaaagte
agaaccgeaqg
dagaagaatg
taagagaaag
ggctgtttaa
tagtactctt
ttaaagacag
agcctataga
gtatgcgttt
ccggaaacct
aggaatgcaa
acaaacaacyg
cctetgegge
ccacgttgty
caaggggcty
gtgcacatge
cggggacgtg

gcaagtggga
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ccaaagactc
caataccagt
tgteccecacayg
tcaggcgcett
gggacctect
tccggcecaac
gggectatge
cgccggctca
tggattgact
agttgaactc
acagegtace
attaaccatyg
ccagcagttt
aattaccaac
aggcctagat
ttgtttttat
gcttaatcag
tagatccccc
actgatctta
gatatcagtyg
gtacgagcca
gtetatatgt
ggcoctgtet
ggtctgttga
tctgtagega
cadaagccac
agttggatag
aaggatgeec
tttacatgtyg
gtttteettt

tecagaagugt

cettecteac
taccoecctt
ccacccceag
aacctcacca
tattacgaag
tgtacggcca
atgggggcaq
ggatcctact
cectgettigt
tggcccagag
aaatataaaa
ggagggatty
gagcagcttc
ctagaaaagt
ttgctattee
gcagaccaca
agacaaaaac
tggtttacca
ctetttggac
gtccaggcete
tgacgtacgt
tattttecac
tettgacgag
atgtegtgaa
cectttgeag
gtgtataaga
ttgtggaaag
agaaggtacc
tttagtegag
gaaaaacacyg

atggacattg

caatagagat
ccactaceay
gaactggaga
atcccgacaa
gagtagcggt
cttecccaaca
tacctaaaac
accttgcage
ccagcacggt
taatttacca
gagagccagt
cagcetggaat
atgccgctat
cactgaccte
taaaggagug
cggggctagt
tatttgagac
ccttaatctc
cttgcattet
tagttttgac
tactggccga
catattgccy
cattcctagg
ggaagcagtt
gcagcggaac
tacacctgca
agtcaaatgg
ccattgtaty
gttaaaaaaa
ataataccat

cctatgagga

7140
7200
7260
7320
1380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
§040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880

8940



ggeggectta
agacggaagt
acatggtgag
taccactttg
tggtatteca
tttacaaact
gaaacaattt
cgcgecatag
ccecacctgt
tacataactyg
tgggccaaac
tggaacagct
agggccaaga
tcagatgttt
caatcagtte
CCCAcaacee
gtatccaata
gtctectetrg
gatcgagaga
cgegegrite
ccaggaaccqg
agcatcacaa
accaggegte
ccggatacct
gtaggtatct
ccgttcagcc
gacacgactt
taggeggtgc
tatttggtat

gatccggeaa

ggttacaaag
gttetegate
atctccactt
tatacgacgc
cgetygtgttg
agaggtcacg
atcgatgaaa
ataaaataaa
aggtttggca
agaatagaga
aggatatctg
gaatatgggc
acagatggtc
ccagggtgcc
gcetteteget
ctcactcgag
aaccctecttg
agtgatrgac
ccectgeeca
ggtgatgacg
taaaaaggcce
aaatcgacyge
tcecectgga
gtcecgecttt
cagttcggtg
cgaccgctge
atcgecacty
tacagagttce
ctgcgctctg

acasaaccacc

agggtggtyt
gtggtcacaa
tggaaaactg
tgtctccatg
tcagtgadgaa
aggrrgttgt
gacctcagga
agattttatt
agctagctta
agttcagate
tggtaagcag
caaacaggat
cccagatgey
ccaaggacch
tetgttegeqg
gcgcecagtce
cagttgcatce
tacCCEgreadg
gggaccaccg
gtgaaaacct
gecgttgctygg
tcaagtcaga
agctcecectey
ctccottegyg
taggtcgtte
gecettatecg
gcagcageca
ttgaagtogt
ctgaagccag

gcetggtagcg
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tectattggc
catgagattt
tgggagatta
cgacatgtgt
cgttaattee
tgttgacgat
ttggtttgaa
tagtctccag
agtaacgcca
aaggtcagga
ttcetgeecee
atctgtggta
gtccagecect
gaaatgaccc
cgcttetget
tccgattgac
cgacttgtgg
cyggggytert
agccecaccace
ctgacatgtg
cgtttttcca
ggtggcgaaa
tgcgetetee
gaagcgtggc
gcteccaaget
gtaactatcg
¢ctyggtaacay
ggcctaacta
ttaccttegg

gtggttttet

ggatgtctta
caaaagggat
gagggcaaag
acaggtgcca
aaaagtaagqg
gagaggLgLa
gatattggtg
43aaagayyy
ttttgcaagg
acagatggaa
ggctcagggce
agcagttcct
cagcagtttc
tgtgecttgt
ccecegagete
tgagtcgecce
tctegetgtt
tcattrggag
gggaggtaay
agcaaaagge
taggctecge
cccgacagga
tgttccgace
gctttctcaa
gggctgtgty
tcttgagtcc
gattagcaga
cggcetacact
aaaaagagtt

tgtttgcaag

tcaataacasa
¢ccgocacact
tgtacaaaga
tcatcatgta
gcgagaaata
aaaagatcat
agtaggcgge
gaatgaaaga
catggaaaaa
cagctgaata
caagaacaga
gcceceggete
tagagaacca
ttaaactaac
Zataaaagag
gagtaccegt
ctttgggayg
getegteegy
ctggetgect
cagcaaaagg
cccoctgacg
¢ctataaagat
ctgcegetta
tgctcacgct
cacgaacgce
aacccggtaa
gcgadgtaty
agaaggacagqg
ggtagctett

cagcagatta

s¢00
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
2200
996D
10020
10080
10140
10200
102¢0
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680

10740



cgcgcagaaa
agrggaacga
cctagatcct
cttggtctga
ttegttcate
taccatctgg
tatcageaat
ccgectecat
atagtttgeg
gtatggette
tgtgcasaaa
cagtgttate
taagatgctt
ggcgaccgagq
ctttaaaagt
cgctgttgag
ttactttcac
gaataagggc
gcatttatea
aacaaatagg
ttattatcat
aatteat
<210> 22
<211>
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 22

aaaaggatct
aaactcacygt
tttaaattaa
cagttaccaa
catagttgcc
ccccagtget
aaaccageca
ccagtctatt
caacgttgtt
attcagetee
ageygttage
actecatggtrt
ttctgtgact
ttgctettge
gctcatcatt
atccagtteg
cagcgtttcet
gacacggaaa
gggttattigt
ggttcegege

gacattaacc

11893

caagaagatc
taagggattt
aaatgaagtt
tgcttaatca
tgactccceg
gcaatgatac
gccggaaggy
aattgttgec
gccattgetg
ggttcccaac
tectregygte
atggcageac
ggtgagtact
ceggegteaa
ggaaaacgtt
atgtaaccca
gggtgagcaa
tgttgaatac
cteatgagey
acatttecce

tataaaaata

Secuencia Artificial

Vector RCR — pAC3 - yCD2

tagttattaa tagtaatcaa ttacggggte

cgttacataa cttacggtaa atggeccgece

gacgtcaata atgacgtatg ttcccatagt

atgggtggag tatttacggt aaactgcccea
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cttegatett
Tggrecatgay
ttaaatcaat
gtgaggcace
teatgtagat
cgcgagacec
cegagegeag
goggaagctag
caggcategt
gatcaagygey
ctecgategt
tgcataatee
caaccaagtc
cacgggataa
ctteggggcy
ctcgtgcacc
aaacaggaagqg
tcatactcte
gatacatatt
gaaaagtgcce

ggcgtatcac

attagtrcat
tggctgaccy
aacgccaata

cttggcagta

ttctacgggg
attatcaaaa
ctaaagtata
tatctcachl
aactacgata
acgctcaceg
aAgragtect
agtaagtagt
ggtgtcacge
agttacatga
tgtcagaagt
tettackgee
attctgagaa
tacegegeca
aaaactctca
caactgatct
gcaaaatgce
cctttttcaa
tgaatgtatt
acctgacgte

gaggcccttt

ageecatata
cccaacgace
gggactttece

catcaagtgt

tetgacgete
aggatcttca
tatgagtaaa
atctgtctat
cgggagggct
gctccagatt
gcaactttat
tcgecagtta
tcgtegtityg
tecececatgt
aagttggecy
atgccatceyg
tagtgtatgc
catagcagaa
aggatcttac
tcagcatctt
gcaaaaaaqqg
tattattgaa
tagaaaaata
taagaaacca

cgtcttcaag

tggagtrecy
cccgeccatt
attgacgtca

atcatatgee

10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000

12007

60
120
180

240



aagtacgece
catgacctta
catggtgatg
atttccaagt
ggacttteca
acggtgdgaqg
actgagtcgc
ggtctcegety
tttcatttgg
ccgggaggta
tgattttatg
tggtggaact
cgggggccgt
gtgcaccece
teecgectee
tctgotgeag
atatgggcca
ageggatege
ctgcagaatg
tcatcaccca
tccectacat
ttgtacacce
crectegete
ccaaacctaa
aagacccece
gagaagcgac
ggagacggya
Jaggaaacyy
ataataacce

tcatcaccca

cetattgacyg
tgggactitc
cggttttgge
ctccacececa
aaatgtegta
gtctatataa
ccgggtacce
tteettggga
gggctecgtes
agctgygccag
cgectgegte
gacgagttcg
ttttgtggcc
cttagaggag
gtectgaattt
catcgtrotg
gactgttace
tcacaaccay
gccaacottt
ggttaagate
cgtgacctgg
taagecctecy
gacccegect
acctcaagtc
gecttatagoy
cecctgeggga
gececctygty
acagcttcaa
ttecttttict

tcagcceace

tcaatgacgyg
ctacttggca
agtacatcaa
ttgacgtcaa
acaactecge
gcagagetgg
gtgtatccaa
gggteteete
gggatcggga
caacttatct
ggtactagtt
gaacacccygyg
cgacctgagt
ggatatgtgg
ttgettteygy
tgttgtctct
actcccttaa
teggtagaty
aacgteggat
aaggtctttt
gaagcctigyg
cecrecterte
cgateccteee
ctttetgaca
gacccaagac
gaggcaccgyg
gecgacteca
tactggeegt
gaagatccag

tgggacgact
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taaatggcec
gtacatctac
tgggcgtgga
tgggagtttg
ccecattgacg
tttagtgaac
taaaccectet
tgagtgatty
gaccectgcee
gtgrctgtec
agctaactag
ccgeaaccct
ccaaaaatcc
ttctggtagg
tttaggaccy
gtctgactgt
gtttgacctt
tcaagaagag
ggccgcygaga
cacctggece
cttttgacce
ctecateege
tttatecage
gtggggggcc
cacceccctte
acccctcecce
ctacctegea
tctectette
gtaaactgac

gtcagecagcet

gectggeatt
gtattagtca
tagcggttityg
ttttggcacec
caaatgggcey
cggcgecagt
tgcagttgca
actaccegte
cagggaccac
gattgtetay
ctetgtatet
gggagacgtc
cgategttet
agacgagaac
sagecgegee
gtttctgtat
aggtcactgg
acygttgggere
cggcacctitt
gcatggacac
cecteectgyg
ceegtetete
ccteacktect
gctocatcgac
cgacagggac
aatggcatct
ggcattecee
tgacctttac
agctctgate

gttggggact

atgcccagta
tcgetattac
actcacggygg
aaaatcaacg
gtaggcgtgr
cctecgattg
tccgacttgt
agegggqgte
cgacccacca
tgtectatgac
dggcggaccey
ccagggactt
ggactctttg
ctaaaacagt
gegegtetty
ttgtctgaaa
aaggatgtcg
accttetget
aaccgagace
ccagaccagqg
gtcaageccct
ceecttgaac
tctectaggeg
ctacttacag
ggaaatggtg
cgcctacgtg
cteecgegcay
aactggaaaa
gagtctgtcc

ctgctgaceg

oo
360
420
480
340
600
660
720
780
840
900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1380

2040

NV



gagaagaaaa
gcccoecactea
attacaccac
gtctocaaaa
ggcccaatga
ctccttatga
agtetgecee
ttggagattt
gagaggaacg
ageagasaga
ctgtegttag
atcgecgacca
aaccacgagg
gaggtcaggyg
cegtcacctr
ccctaagtga
ccacggateg
cagactgtcc
actttgaggg
ccctaaatat
tagggtccac
tgacagtteyg
tansaacaata
tgttggacca
ttaagaaacc
gggtggaaga
cgtcecacca
accccaccay
gacaattgac
aggcactgca

agtacgtgga

acaacgggtg
actgcccaat
ccaggcaggt
cgcgggcaga
gteteccteg
ccctgaggac
agacattggg
ggttagagagq
tatcaggaga
gasagaaaga
tggacagaaa
grygtgectac
acctcgggga
tcaggagece
coctggragat
taagtctgce
caaagtacat
ctatcctctg
atcaggagce
agaagatgag
atggctgtct
ccaagetect
cceccatgtca
gggaatactyg
agggactaat
catccacccee
gtogtacact
tcagectete
ctggaccaga
cagagaccta

tgacttacty

ctcttagagg
gaagtcgatg
aggaaccacco
agccccacca
gccttectag
ccagggcaaq
agaaagttag
gcagaaaaga
gaaacagagyg
gategtagga
caggatagac
tgcaaagaaa
CCOAgRCCCT
ceccectgaac
actggggeee
tgggtccaag
ctagctaccey
ttaggaagag
caggttatgg
tatecggetac
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tttgccagaa
ctgaggecag
gggagttect
cagceceett
aaaaggccta
atttgactaa
taacgcaaaa
cagtagcagc
aggatgcagy
aggcactagt
aggccttgct
ctacgctgcect
aageccacgg
ggtacacgga
ccaccgagac
ctgaactgat
atactgataqg
gtygggttyct
taaaagcect
gacacagcgc
tcacagagac
aacattttca
ataaaacaaa
ttgaattatt
tcctagagag
tcactgagac
gaactagggt
ageccggatt

tagaagcctt

acasaccceta
acaggtcaag
aaaagagact
agggacggca
graccctete
tcaagaaatce
gccctttgaa
actgggacct
tgggtggccc
caagetaace
caaacaaccc
tttggacacg
cccactgect
a8acccgacec
tggaagcaygt
cgaggtaatc
agcactcace
cegrtatget
cacatcagaa
cteretgece
cgaggctaga
tccagacace
ttacacagtg
gaagtattgg
agactttectt
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tatctagggt
gtgatggggc
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caagtctgec
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aaccaagaag

aaagcccaaa
agatggctga
cgacaactaa
gcagaaatgg
ccagaccaac
gggttgecag
aaagatgtcc
aagctagacc
gtactgacaa
catgcagtag
actcactate
ctgaacccgg
atcetggeey
gaccacacct
getgeggtga
gctcageggg
ctaaatgttt
tacagaagge
ttggecctac
catcaaaagg
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tctecaaggt
catacagace
taactaaatt
tgtaccgagc
gggcaccece
cctcteteca
tggcggcage
gcgacacagt
cttacacagt
tacacgecygce
ggegegttea
agqtcatggga
aacctagaga
aactgtacaa
gtgggaccct
acagcggace
tgggggacca
ctggaagece
cacgggatgc
cttccaaggyg
aggaaasaag
aacagatcct
ceecatagyy
tgtaccggct
tacaccctca
tagactacta
gacccaagaa
cgtgggcact
taagcttacc

tcaccaggee

caggttegge
gagrcagaca
ccaaagctca
aacgcttgca
ccgcaacacyg
gccecttgta
ageteactta
ctaccaagaa
gtagggtecge
cetgetgace
ccacgtgaayg
acgctctcecaa
gtcctgttag
gtecaccaace
gatgccttoco
tcagagccagg
cggacttttg
ggagagggct
acatcategt
tctaaagttyg
gctactcgag
gctaactggg
attaccatgt
cecaacecay
ccacagcecac
acctececta
getetagtea
tgttggetgt
tataccaatc
ctatctgaag

ttatgtaaca

atgecteagy
gryggecgate
ggccaggtaqg
actggctcta
ccgggceccee
aacttecctg
caggetetet
caactggacce
cgacaccaga
acceccacey
getgecgace
aaccecctea
gagtagggat
tgatgactyg
caaaattata
aaccgtatgt
acttttacgt
actgtggtaa
gggacctaat
cctgtggece
ggggcagatyg
acgggeoccaa
teteecctgac
tattacccga
cltagecccecet
caagtccaag
aaggagecta
gcttagtygte
attccacege
tgacaggaca

cCacccaaay
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tattgggaac
tgttgggygat
aaagaatgaa
gagactgggt
atggcctcac
acgctgacat
acttagtcca
gaccggtggt
ctaagaacct
ccectcaaagt
ccgggggtgg
agataagatt
ggcagagagc
gegtacegee
ttttgatceta
cgggtatgge
gtgcectggg
atgggggtgt
ctegcttaag
ctgctacgac
caaccctcta
atcgtgggga
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tgtececcacag
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cgceggetea

tgacaatggy
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gctectacte
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gaaaccaccey
cgcggtaaca
ctctecaaag
gtcctagaat
ctgagactgt
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taccccectt
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tattacgaag
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ggatcctact

cergecticy
ttacattgtg
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actaacagcc
tggagacctc
taccgagtcyg
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tctectcaag
gatctgatct
gtctaggese
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ccctgetggg
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acggcgagat
ccaccetgta
gcatccctag
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agcagttcat

acaatgtygy
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tgtgagggec
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gcttacegga
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gtttggtaty

aaaagattte
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agaagttcag
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tacatccagr
ttgcgcaacy

gettcattea
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ttttttgttt
atcttttcta
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cgcagaagty
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ccatcagatg
aaccaatcag
gagcccacaa
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taacctataa
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]
L]

]
[]

Indicacion que se solicita Disefio industrial

Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud

Representacion grafica y fotografica del Disefio industrial o muestra det material que incorpora el
disefo

Comptobante de pago de las tasas establecidas

Completa l:l Incompleta D

ESQUEMA DE TRAZADO {_] (Art. 92 Decisi6n 486/00)

-

HRNREIN

indicacién que se salicita un esquema de trazado
Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Representacion grafica de un esquema de trazado

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa Incompleta
O e [] B

PI2-F08 {2009-11-18)
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Doctor{a)

RODRIGUEZ D' ALEMAN DILIA MARIA
Apoderado(a) y/o Representante de
TOCAGEN INC.

REFERENCIA Radicacién No. 11 050300
Sclicitud internacional PCT/US2009/58510
Fecha inicioc fase nacional 26/04/2011

Tramite 11
Evento 378
Actuacion 430

Oficio No. IE 0 8 2 6 5;

Como resultado del examen de forma, realizade con fundamento en el articulo 38 de la Decisidn 486 de la
Comision de la Comunidad Andina, articule 27 del Tratado de Cooperacién en Materia de Patentes {(PCT}, regia
51 bis del Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el lleno de los requisitos exigidos por los articulos
63 y subsiguientes del Codigo de Procedimiento Civil. Adicionalmente, debera presentar el documento que
acredita la existencia y representacién legal de la sociedad solicitante, cuando ésta fuere persona juridica.

2. La solicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesién del derecho a |a patente del inventor al
solicitante o a su causante, conforme a lo establecido por el articulo 28 literal k) de la Decision 486 de la
Comisién de la Comunidad Andina. Cuando se trate de documentos otorgados en el extranjero, estos deberan
legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articulos 259 y 260 del Cadigo de Procedimiento Civil.
Cuando se trate de las declaraciones a que hace referencia la Regla 4.17 it) del Tratado de Cooperacion en
Materia de Patentes PCT., el alcance de las tales declaraciones se determinara segun indiquen claramente una
cesibn de derechos del inventor al solicitante ¢ su causante, de conformidad con lo dispuesto en el numeral
5.2.15 del Capitulo Quinto, Titulo X de la Circular Unica de Superintendencia de Industria y Comercio.

En cumplimiento de 1o dispuesto por el articuloe 39 de la Decision 486, se le requiere para que dentro del término
de dos meses siguientes a la fecha de notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente
enunciados. En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se consideraré abandonada y
perdera su prelacién.

Continua en la pagina siguiente...

A contestar favor indiqua al mimero de Sede Centra: Camera 13 No. 27-00 Pisos 2, 5, 7 y 10 PEX: 5870000
radicacidn que se encuentra a continuacidn . Sede CAN: Av. Cra 50 No. 26-55 int. 2 Tel: 5880070
Call Cenler 6513240, Linea 01B00-310165
Web: www.sic.gov.co e-mail: info@sic gov.co
Bogota D.C. - Colembia
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Notifiquese el presente oficioc conforme a lo dispuesto en el numerat 5.2, literal e), del capitulo quinto del titulo
primero de la Circuiar Unica No.10 de 2001,
———

JOSE LUIS SALAZAR LOPEZ
Director de Nuevas Creaciones (c)

12 0 MAYe 261

El anterior requerimiento fue notificado por fijacién en lista de fecha

adpali
Al contastar favar indique el nimere de Sede Centro: Carrera 13 No, 2700 Pisos 2, 5, 7 y 10 PEX: SB70000
radicacidn que se encuentra a conlinuacion Sede CAN: Av. Cra 50 No. 26-58 int. 2 Tel: 5830070

Call Center 6513240, Linea 01800-910165
Wob: www.sic. gov.co e-mall: info@sic.gev.co
Bogotd D.C. - Colombia



