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DESCRIPCION

Vectores y usos del transposon Mboumar.

La presente invencion se incluye en el drea de biologia molecular, concretamente dentro de la genética molecular, y
m4s concretamente en el campo de estudio de los elementos genéticos mdéviles o transposones. Se refiere a los vectores
necesarios para la construccidn de herramientas genéticas basados en los transposones, y a los usos de los mismos.

Estado de la técnica anterior

Los transposones son secuencias de ADN que pueden moverse a diferentes posiciones dentro del genoma de una
célula, un proceso denominado tranposicion. En general se clasifican en dos grupos:

- Transposones de Clase I o retrotransposones, inicialmente los retrotransposones se copian a si mismos
a ARN (transcripcidn) pero, ademds de transcribirse, el ARN se copia en el ADN por una transcriptasa
inversa (a menudo codificada también por el transposon) e insertada de nuevo en el genoma.

- Transposones de Clase II, cuyo mecanismo de transposicién no implica la formacién de RNA. General-
mente se transponen por un proceso de “cortar y pegar”’, mediante una enzima transposasa.

Las transposasas son las enzimas responsables de su movilidad y son sintetizadas por el propio transposon. In
vivo pueden originar transposicién de material genético dentro de un mismo cromosoma, entre cromosomas, € incluso
entre cromosomas y material genético no cromosémico como, por ejemplo, ADN mitocondrial. Este movimiento de
material genético puede originar graves disturbios en el organismo en que se produce, aunque también se sabe que ha
tenido una gran importancia a lo largo de la evolucién. En un principio los transposones se consideraron como “ADN
basura”. Sin embargo, actualmente se piensa que pueden influir en el genoma hospedador de diferentes maneras. Asi,
se considera que pueden modular la expresion génica actuando como promotores, activadores, silenciadores, sitios de
procesamiento alternativo o sitios indicativos de modificaciones epigenéticas. Igualmente, pueden contener genes que
podrian ser incluidos en el genoma del huésped para la realizacién de una funcién celular determinada, proceso que
se conoce como ‘“domesticacién molecular”. Ademads de todo lo anterior, debido a su existencia en copias multiples
pueden actuar como sitios de recombinacion originando en el genoma duplicaciones, inversiones, deleciones o trans-
locaciones. (Charlesworth et al. 1994. The evolutionary dynamics of repetitive DNA in eukaryotes. Nature 371: 215-
220; Kidwell MG. 2002. Transposable elements and the evolution of genome size in eukaryotes. Genetica 115: 49-
63; Ivics & Izsvak 2004. Transposable elements for transgenesis and insertional mutagenesis in vertebrates: a contem-
porary review of experimental strategies. Methods Mol Biol 260: 255-276.) Recientes observaciones demuestran que
los transposones pueden ser activos en células somaticas, abriendo la posibilidad de que puedan jugar un importante
papel generando diversidad entre células con un mismo genoma. Concretamente, se ha considerado que esta diversi-
dad podria ser generada por cambios en la regulacién de la expresion de la transposasa que a su vez, podria afectar
la regulacion de la expresion génica de ciertos genes en determinadas células. Los efectos podrian ser beneficiosos
(como ocurre probablemente en los casos de diferenciacién de células neuronales, o en la actividad de las proteinas
RAG, importantes en los procesos de recombinacién que ocurren en el genoma de los linfocitos) o deletéreos (proce-
sos cancerigenos) dependiendo del momento del desarrollo y del tipo celular (Collier and Largaespada. Transposable
elements and the dynamic somatic genome. Rewied. 2007. Genome Biology 2007, 8 (Suppl 1: S5).

Los transposones del tipo mariner son secuencias capaces de moverse por el genoma que se encuentran flanqueadas
por secuencias repetidas terminales invertidas (inverted terminal repeats 6 ITRs). Codifican una unica proteina, la
transposasa, que uniéndose a esas ITRs escinde el mariner y lo integra en otro lugar del genoma. La transposasa
Mos1 cataliza el movimiento del transposén MosI encontrado en Drosophila mauritania, el cual es, no sélo el primer
elemento mariner aislado, sino también el primer elemento mariner aislado activo de forma natural. Los elementos
mariner constituyen una numerosa familia de transposones ampliamente extendidos en el reino animal. Codifican la
enzima transposasa que es el tnico requerimiento para su transposicién. Esta enzima tiene dos dominios: el dominio
N-terminal o dominio de unién al DNA y el dominio C-terminal o dominio catalitico, el cual conserva el motivo
DD(34)D. En esta enzima se han identificado ademas otros motivos y dominios imprescindibles para su actuacion.
A pesar de lo mencionado, ain hay aspectos desconocidos de su actuacidn, cuyo conocimiento podria proporcionar
grandes ventajas para su uso como vectores, ademas de proporcionar interesantes datos cientificos; por este motivo en
los dltimos afios se estdn realizando numerosos estudios en este sentido.

La amplia distribucién de los elementos mariner, presentes también en humanos, y su, aparentemente, facil trans-
ferencia horizontal entre distintos grupos de animales, implica que son capaces de funcionar en diferentes ambientes
celulares, es decir, no requieren factores especificos del hospedador para llevar a cabo su transposicién. Estos hechos
han llevado a la realizacién de una serie de estudios para conseguir un vector de amplio uso en células animales.
Sin embargo, la mayor parte de los elementos mariner que se han clonado hasta el momento son defectivos, ya que
han sufrido mutaciones en la regién codificante de la transposasa, por lo que son incapaces de producir transposasas
funcionales, motivo que ha originado que los transposones usados actualmente como vectores sean mayoritariamente
derivados de construcciones realizadas en el laboratorio, usando secuencias consenso. Esto parece deberse a un proce-
so denominado “inactivacién vertical” (Lohe et al., 1995. Horizontal transmission, vertical inactivation, and stochastic
loss of mariner-like transposable elements. Mol. Biol. Evol. 12: 62 72). Aunque estos elementos son inactivos de forma
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natural (al menos respecto su funcién transposasa), conservan relativamente su estructura, existiendo varias hipétesis
al respecto. Asi, puede que los elementos inactivos tengan algtn efecto regulatorio, o que provengan de la introgresion
reciente de un genoma a otro.

La importancia del uso de vectores basados en transposones en campos tan diversos como el estudio de genes
implicados en el cédncer, en la generacién de modelos de enfermedades humanas en ratdn, en la generacion de cerdos
transgénicos con posibilidad de utilizacién como granjas farmacéuticas, en la regulacién génica y diferenciacion celu-
lar, en estudios de genémica funcional etc., ha llevado a la realizacién de numerosas investigaciones con estos vectores
utilizados en diferentes organismos y en diferentes condiciones.

Se han desarrollado herramientas de transposicidn in vivo en varios organismos. (En la tabla 1 se expone un
resumen). En la mayoria de los casos, hospedadores especificos requerfan vectores especiales.

Las reacciones de transposicién in vivo se llevan a cabo con independencia de las condiciones celulares o del
hospedador: Generalmente se llevan a cabo con transposasas purificadas, y como dianas se pueden emplear pldsmidos,
fragmentos génicos, o ADN gendmico aislado. En reacciones sucesivas, los plasmidos que contienen los transposones
pueden ser transferidos a células hospedadoras.

La transposicion in vitro ofrece muchas ventajas sobre los sistemas in vivo (Devine and Boeke 1994. Efficient
integration of artificial transposons into plasmid targets in vitro: a useful tool for DNA mapping, sequencing and
genetic analysis. Nucleic Acids Res, 22: 3765-3772; Biery et al. 2000. A simple in vitro Tn7-based transposition system
with low target site selectivity for genome and gene analysis. Nucleic Acids Res, 28: 1067-1077), principalmente se
puede evitar la interferencia con factores del hospedador. Las reacciones de transposicién in vitro son, generalmente,
mds eficientes y mds flexibles en la eleccion de las dianas en el ADN (Goryshin and Reznikoff. 1998. Tn5 in vitro
transposition. J Biol Chem, 273: 7367-7374). En la tabla 2 se resumen las distintas aplicaciones de los transposones,
tanto in vitro como in vivo.

Los autores de esta invencién han descrito un MLE (mariner-like element) en la hormiga Messor bouvieri, del
orden Hymenoptera, familia Formicidae (Palomeque et al., Detection of a mariner-like element and a miniature
inverted-repeat transposable element (MITE) associated with the heterochromatin from ants of the genus Messor and
their possible involvement for satellite DNA evolution. 2006. Gene 371:194-205). Sin embargo, no se conoce si este
MLE codifica una transposasa naturalmente activa, si al producir esta enzima de forma recombinante conservaria su
posible actividad biolégica, y si la construcciones genéticas llevadas a cabo con sus elementos serian ttiles para la
transposicion in vitro y/o in vivo.

Puesto que la mayoria de las transposasas encontradas son inactivas, y dado el gran nimero de aplicaciones e inte-
rés que tienen los MLE en biotecnologia, hace necesario la construccién de transposasas artificiales que sean activas,
a partir de las naturales defectivas, para su empleo como herramientas genéticas. El procedimiento mas empleado
consiste en, a partir de copias defectuosas de las transposasas encontradas en diversos organismos de forma natural,
corregir las mutaciones que inactivan la enzima mediante mutagénesis dirigida. Por tanto, encontrar una transposasa
naturalmente activa, que facilite su produccién como proteina recombinante, sin necesidad de introducir modificacio-
nes en la secuencia aminoacidica, supondria un avance notable en este sector de la técnica.

TABLA 1

Ejemplos de elementos transponibles iitiles en las aplicaciones de transposones en diferentes organismos in vivo

Organismos Elementos
Bacteria Mu, familia Tn3, Tn5, Tn7, Tn10, Tn916

Hongos Elementos Ty

Nematodos | Tc1

Insectos Elemento P, piggyBac, familia Tc1/mariner (Mos1, Himar1)

Plantas hAT, CACTA

Vertebrados | Familia Tc1/mariner (Sleeping Beauty,
minos, Himar1, Mos1), L1, Tol, piggyBac,
retrovirus.
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TABLA 2

Aplicaciones de los transposones

Aplicaciones Uso

Deteccién de genes esenciales para ciertas funciones en
el genoma, y posible analisis de la localizacién, expresion,
o regulacion de un gen especifico.

Inactivacién insercional
de los genes

Gene traps (insercién de
un gen ”reporter” en | Andlisis de la regulacién, expresién y funcién de un gen.
enomas)

Mapeo funcional de genes, genomas o proteinas;
Huella genética deteccion de genes condicionalmente importantes en
microorganismos.

Signatura-tagged
mutagenesis (STM)
Insercién de regiones de
unién para cebadores
Introduccién de genes | Generacion de organismos fransgénicos y lineas

Deteccion de genes de virulencia en bacterias patégenas.

Secuenciacion de ADN.

en el genoma celulares.
Aplicaciones en | Generacion de inserciones, proteinas de fusion, o

ingenieria de proteinas deleciones anidadas.

Explicacion de la invencion

Los autores de la invencién han encontrado que el MLE descrito en Messor bouvieri codifica la transposasa Mbou-
mar, la cual, producida en el laboratorio de forma recombinante es objeto de esta solicitud de patente junto con los
vectores y demds construcciones necesarias para su utilizacién, y es activa naturalmente. Como indicamos en diferen-
tes puntos de esta solicitud, las restantes transposasas activas se han reconstruido en el laboratorio a partir de elementos
defectivos presentes en los correspondientes genomas.

La posibilidad de contar con una transposasa naturalmente activa, facilita su utilizacién y la construccién de nuevos
vectores adaptados a necesidades concretas de la biotecnologia y sus aplicaciones.

Asi pues, el uso conjunto de esta transposasa y las construcciones realizadas con las ITRs pueden constituir un
sistema de transposicion in vitro que puede ser utilizado en diversos experimentos, tales como la generacién de mu-
taciones aleatorias. Otra posible aplicacién de este sistema es la transgénesis y mutagénesis de forma aleatoria en el
genoma de células procariotas o eucariotas, mediante la insercion entre las ITRs Mboumar de la secuencia deseada. La
ventaja del uso de vectores basados en este tipo de elementos transponibles es su versatilidad, ya que no son especificos
de hospedador, puesto que su tnico requerimiento es la presencia de la transposasa que ellos mismos producen.

De acuerdo con un primer aspecto de la presente invencidn, se proporciona un péptido recombinante, de ahora en
adelante péptido de la invencién, que consiste esencialmente en la secuencia de aminodcidos SEQ ID NO: 1.

La SEQ ID NO: 1 recoge la secuencia de aminodcidos de la enzima transposasa aislada de la especie Messor
bouvieri.

Cuando comparamos la secuencia de la transposasa Mboumar (de Messor bouvien) con la secuencia de otras
transposasas aisladas en otras especies, es evidente que existen ciertas regiones en que estin mas conservadas que
otras, y lo mismo ocurre con el transposon. Esta informacion puede ser indicativa de que esas zonas son cruciales para
mantener la estructura o funcién de la proteina. Asi, los ITRs de diferentes subfamilias de elementos mariner (Himarl,
Hpmarl, Hsmar2, Mos1, Csmarl, Ammarl,..), asi como Mboumar, presentan conservadas diferentes regiones (Langin
et al., 1995. The transposable element Impala, a fungal member of the Tcl-mariner superfamily. Mol. Gen. Genet.
246,19-28 (Lampe et al., 2001. Loss of transposase DNA interaction may underlie the divergence of mariner family
transposable elements and the ability of more than one mariner to occupy the same genome. Mol. Biol. Evol. 18, 954-
961) Tanto las regiones activas que determina la especificidad de las transposasas como las cisteinas conservadas entre
las que se establecen puentes disulfuro, importantes para la conformacién de la proteina, estardn més conservadas entre
ambas proteinas, mientras que en otras regiones la divergencia es mds aparente. En concreto, estas enzimas presentan
dos dominios: el dominio N-terminal o dominio de unién al DNA y el dominio C-terminal o dominio catalitico, el cual
conserva el motivo DD(34)D (Robertson HM. 1996. Members of the pogo superfamily of DNA-mediated transposons
in the human genome. Mol Gen Genet 252: 761-766., Lohe et al. 1997. Mutations in the mariner transposase: the
D,D(35)E consensus sequence is non-functional. Proc Natl Acad Sci USA 94: 1293-1297). En esta enzima se han
identificado ademads otros motivos y dominios imprescindibles para su actuacion (Pietrokovski & Henikoff 1997. A
helix-turn-helix DNA-binding motif predicted for transposases of DNA transposons. Mol Gen Genet 254: 689-695.,
Hickman et al. 2005. Molecular architecture of a eukaryotic DNA transposase. Nat Struct Mol Biol 12: 715-721).
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Por todo lo dicho anteriormente, puede esperarse que la identidad global de las transposasas homdlogas a Mbou-
mar, a nivel de los aminoécidos, y mds concretamente a nivel de la secuencia aminoacidica que se recoge en la SEQ
ID NO: 1, sea de un 70% o mayor, y mas preferiblemente de un 80% o mayor y mds preferiblemente de un 90, o un
95% o mayor. La correspondencia entre la secuencia aminoacidica de la(s) transposasa(s) putativa(s) y la secuencia de
otras transposasas se puede determinar por métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, aquéllas se pueden determi-
nar por una comparacion directa de la informacion de secuencia aminoacidica procedente de la transposasa homéloga
putativa, y la secuencia aminoacidica que se recoge en la SEQ ID NO: 1 de esta memoria.

En una realizacién preferida de este aspecto de la invencion, la secuencia de aminodcidos del péptido recombinante
presenta una identidad de, al menos, un 70% con la SEQ ID NO: 1, preferiblemente al menos de un 80%, mas
preferiblemente al menos de un 90% y atin més preferiblemente al menos de un 95%.

Péptidos homologos a la transposasa Mboumar de Messor bouvieri (SEQ ID NO: 1) mantendrian su funcién
biolégica. Por ejemplo, la actividad transposasa incluye su actividad de unién a los elementos IRT y/o RDs (“Deleted
regions”), la escision de las secuencias de dcidos nucleicos entre estos elementos IRT y/o RDs y su actividad de
insercion de secuencias en una diana especifica.

Mas preferiblemente, estos péptidos homélogos a la transposasa Mboumar han sido modificados para potenciar
la actividad bioldgica de dicha enzima. Asi, por ejemplo, se pueden sustituir aminodcidos en la SEQ ID NO: 1 para
potenciar dicha actividad. Los métodos para producir tales secuencias derivadas afines, por ejemplo, por mutagénesis
dirigida al sitio, mutagénesis aleatoria, o escisién enzimdtica y/o ligacién de dcidos nucleicos, son bien conocidos en la
técnica, como lo son los métodos para determinar si el 4cido nucleico asi modificado tiene una homologia significativa
con la secuencia que se estd considerando, por ejemplo, por hibridacién. En otra realizacién mds preferida de este
aspecto de la invencion el péptido recombinante es homdlogo a la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 1.

En otro aspecto de la invencion el péptido recombinante de la invencion se usa como transposasa. En otro aspecto
de la invencion el péptido recombinante de la invencién se usa como herramienta genética.

Otro aspecto de la invencion se refiere a una secuencia de dcidos nucleicos o polinucleétido recombinante, de
aqui en adelante polinucleétido de la invencidn, que se traduce al péptido codificado por la SEQ ID NO: 1, y que se
selecciona de la lista que comprende:

a) moléculas de acido nucleico que codifican un péptido que comprende la secuencia aminoacidica de la SEQ
ID NO: 1,

b) moléculas de dcido nucleico cuya cadena complementaria hibrida con la secuencia polinucleotidica de a),
0

¢) moléculas de 4cido nucleico cuya secuencia difiere de a) y/o b) debido a la degeneracion del cédigo gené-
tico.

En una realizacién preferida de este aspecto de la invencién la secuencia de aminodcidos a la que se traduce el
polinucleétido de la invencién, presenta una identidad de, al menos un 60% con la SEQ ID NO: 1. Preferiblemente, la
la secuencia de aminodcidos a la que se traduce el polinucledtido de la invencidn, presenta una identidad de, al menos
un 80%, mas preferiblemente, de un 90% y mas preferiblemente de un 95%, con la SEQ ID NO: 1.

En otro aspecto de la invencidn, el polinucledtido de la invencién se usa para producir, en cantidades hasta ahora
no disponibles, el péptido de la invencion.

Otro aspecto de la invencion se relaciona con una construccion genética, de aqui en adelante, primera construccion
genética de la invencion o construccion de ayuda, que permite la expresion del péptido de la invencidn, tal y como
se ha descrito anteriormente, en cantidades hasta ahora no disponibles. La produccién en cantidades superiores a las
actualmente disponibles permitirfa el uso del péptido de la invencién como herramienta genética.

Otro aspecto de la invencién se refiere a una construccién genética, de aqui en adelante, segunda construccién
genética de la invencidén o construccion donante, que comprende las regiones ITR reconocidas por el péptido de la
invencidn, entre las que se inserta un polinucledtido de interés. Adicionalmente, puede contener un marcador, como
por ejemplo, pero sin limitarse a ello, un gen de resistencia a un antibidtico.

En otro aspecto de la invencion se describe un método para la obtencién de un péptido recombinante de la invencién
que consiste en poner la construccién genética descrita anteriormente en un medio de reaccién adecuado.

Este método incluye los vectores de clonacién y expresion que comprenden las moléculas de dcidos nucleicos de
la invencion. Tales vectores de expresion incluyen secuencias de control adecuadas, como por ejemplo, elementos
de control de la traduccién (como cddigos de iniciacion y de parada) y de la transcripcion (por ejemplo, regiones
de promotor-operador, sitios de unién. Los vectores conforme a la invencién pueden incluir plasmidos y virus (com-
prendiendo bacteriéfagos y virus eucaridticos), de acuerdo con procedimientos bien conocidos y documentados en
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el estado de la técnica, y pueden expresarse en una variedad de sistemas de expresion diferentes, asimismo bien co-
nocidos y documentados en el estado de la técnica. Los vectores virales adecuados incluyen baculovirus y también
adenovirus y virus vacunales. Muchos otros vectores virales también estan descritos en el estado de la técnica.

Se conoce una variedad de técnicas que pueden utilizarse para introducir tales vectores en células procaridticas
o0 eucaridticas para la expresion, o en una linea germinal o en células somaticas, para formar animales transgénicos.
Técnicas adecuadas de transformacién o transfeccion estdn bien descritas en la bibliografia.

Las células hospedantes eucaridticas o procaridticas transformadas o transfectadas, que contienen una molécula de
acido nucleico conforme a la invencién, como se defini6 anteriormente, también forman parte de este aspecto de la
invencion.

La expresion de las secuencias (igual u homdloga) codificadoras del péptido de la invenciodn, utilizando una serie
de técnicas y sistemas de expresion conocidos, incluyendo la expresién en células procariéticas tales como E. coli
y en células eucaridticas tales como levaduras o el sistema de baculovirus-célula de insecto o células de mamiferos
transformadas y en animales transgénicos y plantas.

En una realizacién particular de este aspecto de la invencién, como vector donde se introduce el ORF de Mboumar,
se empled el plasmido de fusion pMal-c2X (New England Biolabs), junto con el gen malE de Escherichia coli que
codifica la proteina de unién a la maltosa (MBP: maltose-binding protein). Cuando se induce el promotor tac de
este vector en presencia de IPTG se va a expresar la proteina de fusién transposasa Mboumar + MBP que va a ser
purificada gracias a la afinidad que presenta MBP por la amilosa y la maltosa.

Para controlar la insercién de moléculas de 4cidos nucleicos utilizando el transposén Mboumar, se han desarro-
llado sistemas duales de transposicién. Un sistema dual funciona poniendo en contacto, al menos, dos construcciones
genéticas (que pueden ser por ejemplo, dos pldsmidos), o mediante la cotransfeccién o introduccién de éstas en la
misma célula: la construccion donante y la de ayuda. La donante es una construccion de expresion del gen (promotor-
gen-terminador) o un polinucleétido de interés, flanqueado por dos ITR (5’ ITR promotor-gen-terminador-3’ ITR 6 5°
ITR-polinucleétido de interés-marcador-3’ ITR 6 5° ITR-polinucleétido de interés-3’ ITR) y la de ayuda contiene la
transposasa Mboumar bajo el control de un promotor. Adicionalmente, la transposicién se puede llevar a cabo de forma
masiva in vitro, produciendo la transposasa recombinante de forma exdgena, y poniéndola en contacto, posteriormente,
con la construccién donante.

El contacto o la cotransfeccién de ambas construcciones (donante y de ayuda) en una misma célula, provoca
primero la expresion de la transposasa Mboumar y después la transposasa Mboumar corta la construccion donante
por las 2 ITR y pega toda la construccién en el genoma de la célula huésped, o de una tercera construccién genética
receptora, que puede ser, por ejemplo, un pldsmido (pldsmido receptor). Para poder cortar y pegar las ITR de la
construccién donante, la transposicién mediada por Mboumar no sélo requiere una transposasa Mboumar completa y
activa en la construccién de ayuda, sino también 2 sitios de unién para la transposasa en las ITR en la construccién
donante.

Otro aspecto de la invencién se relaciona con un método para la transposicién in vitro o in vivo que consiste en po-
ner en contacto el péptido recombinante de la invencién, con la construccion genética que comprende el polinucleétido
de interés.

En una realizacion preferida de este aspecto de la invencién el método para la transposicién in vitro o in vivo se
usa para la generacion de mutaciones aleatorias. En una realizacién ain més preferida de la invencién, el método para
la transposicion in vitro o in vivo se usa para la generacidn de transgénesis y mutagénesis aleatoria en el genoma de
células procariotas o eucariotas.

Otro aspecto de la invencidn se refiere al uso del péptido de la invencidn para la generacién de mutaciones alea-
torias, tanto in vitro como in vivo. Mas preferiblemente, el péptido de la invencién se usa para la generacion de
transgénesis y mutagénesis aleatoria en el genoma de células procariotas o eucariotas, tanto in vitro como in vivo.

Mediante mutagénesis insercional inducida por la transposasa Mboumar se podria identificar la funcién de determi-
nados genes, identificar oncogenes yio para introducir mutagénesis masiva. Para aumentar el nimero de inactivaciones
insercionales, las primeras construcciones ITR insertadas en el genoma en una primera generacién se pueden activar
masivamente mediante la introduccién de transposasas exdgenas. La inactivacion de genes por mutagénesis insercio-
nal con ITR resultaria en la obtencién de algunos mutantes con la alteracién del fenotipo deseado. En este proceso, los
genes inactivados estdn ademds marcados con las ITR y sus secuencias pueden entonces recuperarse y los genes iden-
tificarse. Una vez que los genes implicados se han identificado se podrian utilizar métodos tradicionales de seleccién
genética para obtener lineas con el cardcter deseado.

El término “péptido recombinante que comprende” tal y como se emplea en esta memoria, hace referencia a que el
péptido incluye la secuencia aminoacidica SEQ ID NO: 1, pudiendo ésta integrarse con otros aminodcidos y péptidos,
incluso péptidos de fusién, siempre que conserve su funcién como enzima transposasa, y que es objeto de la presente
invencion. También hace referencia a secuencias de aminoacidos que codifiquen un péptido homdlogo al que codifica
la SEQ ID NO: 1.
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El término “homologia”, tal y como se utiliza en esta memoria, hace referencia a la semejanza entre dos estructuras
debida a una ascendencia evolutiva comiin, y mds concretamente, a la semejanza entre los aminoacidos de dos o més
proteinas o secuencias aminoacidicas. Puesto que dos proteinas se consideran homélogas si tienen el mismo origen
evolutivo o si tienen funcidn y estructura similares, en general, se asume que valores superiores de similitud o identidad
del 30% indican estructuras homologas. Podemos considerar, por tanto, que porcentajes de identidad de, al menos, un
80%, mantendran la funcién transposasa de dicho péptido, que es objeto de la presente invencion.

El término “identidad”, tal y como se utiliza en esta memoria, hace referencia a la proporcién de aminoacidos idén-
ticos entre dos secuencias aminodcidicas que se comparan. Los métodos de comparacidn de secuencias son conocidos
en el estado de la técnica, e incluyen, aunque sin limitarse a ellos, el programa GAG, incluyendo GAP (Devereux
et al., Nucleic Acids Research 12: 287 (1984) Genetics Computer Group University of Wisconsin, Madison, (WI);
BLASTP o BLASTN, y FASTA (Altschul et al., J. Mol. Biol. 215: 403-410 (1999). Adicionalmente, el algoritmo de
Smith Waterman debe usarse para determinar el grado de identidad de dos secuencias.

El término “fragmento o derivado” de un péptido, “que posea actividad transposasa” se refiere a fragmentos o pép-
tidos derivados de la transposasa Mboumar en su estado natural que carecen de algin o algunos aminodcidos, y que atin
actdan transponiendo ADN. Alternativamente, este término también se refiere a péptidos derivados de la transposasa
Mboumar natural, donde se ha cambiado uno o mas aminoécidos, eliminados, afiadidos, o menos preferentemente,
que ha sufrido inversiones o duplicaciones. Tales modificaciones se hacen, preferentemente, mediante tecnologia de
ADN recombinante. Otras modificaciones pueden hacerse, también, mediante alteraciones quimicas de la transposasa.
El péptido resultante (o los fragmentos derivados del mismo) pueden ser producidos recombinantemente, y retener
caracteristicas idénticas, o esencialmente idénticas a la transposasa natural Mboumar.

Un “péptido recombinante” tal y como se entiende en esta memoria, es aquel que se obtiene a partir de la expresion
de un “polinucleétido recombinante”.

El término “polinucledtido recombinante” tal como se usa aqui supone un polinucleétido de origen gendmico,
ADNc, semisintético, o sintético que, en virtud de su origen o manipulacion: (1) no estd asociado con el total o una
porcién de un polinucleétido con el que estd asociado en la naturaleza, (2) estd unido a un polinucleétido diferente de
aquel al que estd unido en la naturaleza, o (3) no ocurre en la naturaleza.

El término “polinucledtido” como aqui se usa se refiere a una forma polimérica de nucleétidos de cualquier lon-
gitud, bien ribonucleétidos o bien desoxirribonucleétidos. Este término sélo se refiere a la estructura primaria de la
molécula. Asi, este término incluye ADN de cadena doble o sencilla, al igual que ARN de cadena doble o sencilla.
También incluye todos los tipos de modificaciones conocidas (marcadores conocidos en la técnica, metilacion, rema-
tes, sustitucién de uno o mas de los nucledtidos naturales con un andlogo, modificaciones internucleétidas como, por
ejemplo, aquellas con uniones sin carga (por ejemplo, fosfonatos de metilo, triésteres de fésforo, amidatos de fésforo,
carbamatos, etc.) y con uniones cargadas (por ejemplo, tioatos de fésforo, ditioatos de fésforo, etc.), aquellos que
contienen mitades colgantes, como, por ejemplo, proteinas (incluyendo por ejemplo, nucleasas, toxinas, anticuerpos,
péptidos de sefial, poli-L-lisina, etc.), aquellos con intercalantes (por ejemplo, acridina, psoralen, etc.), aquellos que
contienen quelantes (por ejemplo, metales, metales radioactivos, boro, metales oxidativos, etc.), aquellos que contie-
nen alquilantes, aquellos con uniones modificadas (por ejemplo, 4cidos nucleicos alfa anoméricos, etc.), al igual que
formas no modificadas del polinucleétido.

El término “herramienta genética” tal y como se define en esta memoria, hace referencia a las herramientas em-
pleadas en ingenieria genética para diversas aplicaciones, y engloba herramientas de genética molecular, de genética
cuantitativa, genética de poblaciones, etc... En particular, en el contexto de la presente invencidn, hace referencia a una
herramienta util para la transposicidn in vitro, o para la transgénesis y mutagénesis de forma aleatoria, tanto in vitro
como in vivo.

Un “vector” es un replicon al que se ha unido otro segmento polinucleétido, para realizar la replicacién y/o expre-
sién del segmento unido.

Un “replicén” es cualquier elemento genético que se comporta como una unidad auténoma de replicacién polinu-
cleétida dentro de una célula; esto es, capaz de replicarse bajo su propio control.

“Secuencia de control” se refiere a secuencias de polinucledtidos que son necesarias para efectuar la expresion de
las secuencias codificadoras a las que estdn ligadas. La naturaleza de dichas secuencias de control difiere dependiendo
del organismo huésped; en procariotas, dichas secuencias de control generalmente incluyen un promotor, un sitio de
unién ribosomal, y sefiales de terminacidn; en eucariotas, generalmente, dichas secuencias de control incluyen promo-
tores, seflales de terminacidn, intensificadores y, en ocasiones, silenciadores. Se pretende que el término “secuencias
de control” incluya, como minimo, todos los componentes cuya presencia es necesaria para la expresion, y también
puede incluir componentes adicionales cuya presencia sea ventajosa.

“Unidos de forma operativa” se refiere a una yuxtaposicién en la que los componentes asi descritos tienen una
relacién que les permite funcionar en la manera intencionada. Una secuencia de control “unida de forma operativa”
a una secuencia codificadora estd ligada de tal manera que la expresion de la secuencia codificadora se consigue en
condiciones compatibles con las secuencias de control.
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Un “marco de lectura libre” (ORF) es una regién de una secuencia de polinucleétidos que codifica un polipéptido;
esta regién puede representar una porcion de una secuencia codificadora o una secuencia codificadora completa.

Una “secuencia codificadora” es una secuencia de polinucleétidos que se transcribe a ARNm y/o se traduce a un
polipéptido cuando esta bajo control de secuencias reguladoras apropiadas. Los limites de la secuencia codificadora
se determinan mediante un codén de inicio de traduccién en el extremo 5’ y un codén de finalizacion de la traduccion
en el extremo 3’. Una secuencia codificadora puede incluir, pero no se limita a ARNm, ADNCc, y secuencias de
polinucleétidos recombinantes.

El término “Mboumar natural”, tal y como se emplea en esta memoria, hace referencia al péptido o proteina
codificada por la secuencia nucleotidica denominada Mboumar-9, correspondiente a la SEQ ID NO: 1, clonada a
partir del genoma de la hormiga Messor bouvieri.

El término “Mboumar mutante” significa en esta descripcidn, la proteina resultante de la modificacién de la pro-
teina “Mboumar natural”, preferentemente para potenciar la actividad bioldgica de dicha proteina.

Un “hospedador” o “célula hospedadora” como se emplea en esta memoria se refiere a un organismo, célula o
tejido que sirve como diana o recipiente del elemento transponible para insertarse dentro ellos mismos. Una célula
hospedadora u hospedador puede indicar, también, una célula u hospedador que expresa una proteina recombinante de
interés donde la célula hospedadora se transforma con un vector de expresion conteniendo el gen de interés.

El término “transgénico” se usa en el contexto de la presente invencion para describir animales o plantas en los que
se ha incorporado de forma estable una secuencia de ADN no propio introducido por un elemento mariner (mariner-
like element MLE) en sus cromosomas de tal forma que puede pasar de manera estable a las generaciones sucesivas
de animales transgénicos descendientes. En tales circunstancias, el organismo transgénico inicial se conoce como
“fundador”. El animal “fundador” debe tener el ADN no propio o transgén incorporado en todas sus células o en una
proporcién suficiente para que su progenie establezca por herencia el transgénico. Cuando el transgén estd presente
s6lo en una porcidén de células, el organismo se refiere como una quimera. La presente invencién también se extiende
a animales que incorporan el transgén estable o directamente en sus cromosomas y los cuales expresan el transgén en
sus células somadticas sin pasar el transgén a su descendencia. En concreto, estos animales servirfan como modelos
genéticos, para, como por ejemplo, pero sin limitarse a estos usos, identificar y estudiar la funcién de los genes,
detectar oncogenes, obtencién de productos biofarmacéuticos,... Se han descrito modelos similares obtenidos por
construcciones genéticas derivadas de transposones en ratones y peces cebra.

Se entiende por “transgénesis” en esta memoria al proceso de transferir ADN no propio a un organismo, que pasa
de esta manera a denominarse “transgénico”.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra “comprende” y sus variantes no pretenden excluir
otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas
y caracteristicas de la invencién se desprenderan en parte de la descripcion y en parte de la practica de la invencién.
Los siguientes ejemplos y dibujos se proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende que sean limitativos de la
presente invencion.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Plasmido pITR y plasmido pITR-Kn. El vector pITR se obtiene a partir del plasmido donado con el
mariner Mboumar-9 pGEMT easy vector (Promega) por la eliminacién del gen de resistencia a la ampicilina (Ampr)
y el origen de replicacién (ori). Igualmente se han eliminado las dianas EcoRI del pGEMT easy vector.

Figura 2. Sitio de donacién del plasmido pITR con una regién de corte de la Apo L.

Figura 3. Procedimiento de eliminacion de las dianas para EcoRI del pGEMT easy vector. A- Digestién con E.
coli y generacion de extremos protuberantes. B- Rellenado de los extremos protuberantes con Klenow y generacién
de extremos romos. C- Ligado de los dos extremos con ligasa T4.

Figura 4. Esquema del ensayo de la transposicion in vitro.
Exposicion detallada de modos de realizacion

En la hormiga Messor bouvieri se han donado varias copias diferentes de elementos mariner. El andlisis de la
secuencia nucleotidica de estos mariner indica que podrian dar lugar a transposasas funcionales, ya que la regién
codificante de la transposasa no presenta mutaciones que generen codones de parada, y la proteina que originaria
conserva la mayor parte de los motivos que se suponen son necesarios para la actividad de la transposasa.

A partir de uno de los clones de mariner obtenidos (Mboumar-9) se ha aislado la region codificante de la trans-
posasa, que se ha introducido en un vector de expresion para llevar a cabo su sintesis en E. coli. Esta transposasa se
ha denominado Mboumar. Mediante experimentos de transposicién in vitro se ha determinado que esta transposasa es
activa, siendo capaz de movilizar al elemento mariner del cual procede.
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Se han realizado varias construcciones mediante la eliminacién parcial de la regién central del mariner, mante-
niendo las ITRs. La regién eliminada se ha sustituido por un gen marcador, que en este caso es el gen de resistencia a
la kanamicina (Kn). Mediante transposicion in vitro se ha comprobado que esta construccién (ITR-gen Kn-ITR) puede
ser movilizada por la transposasa Mboumar, y, por tanto, cualquier otra secuencia colocada entre estas I'TRs.

A continuacion se ilustrard la invencién mediante unos ensayos realizados por los inventores, que pone de mani-
fiesto la actividad del péptido recombinante de la invencion y la efectividad de las construcciones genéticas y de dicho
péptido en la transgénesis in vitro.

a) Purificacion de la transposasa Mboumar

La produccién in vitro de la proteina se realiza mediante la introduccién de su regién codificante (ORF) en un
vector de expresion. De los miiltiples vectores de expresion existentes en el mercado se ha usado en este caso el
plasmido de fusién pMal-c2X (New England Biolabs).

El ORF de Mboumar se introduce en el vector pMal-c2X aguas abajo del gen malE de Escherichia coli que codifica
la proteina de unién a la maltosa (MBP: maltose-binding protein). Cuando se induce el promotor tac de este vector en
presencia de IPTG se va a expresar la proteina de fusion transposasa Mboumar + MBP que va a ser purificada gracias
a la afinidad que presenta MBP por la amilosa y la maltosa.

El ORF del transposén Mboumar es amplificado a partir del clon Mboumar-9 (Palomeque et al. 2006. Detection
of a mariner-like element and a miniature inverted-repeat transposable element (MITE) associated with the hetero-
chromatin from ants of the genus Messor and their possible involvement for satellite DNA evolution. Gene 371:194-
205) con dos primers que incorporan dos dianas de corte para las enzimas de restriccion EcoRI y BamHI, lo cual
va a permitir introducirlo en fase en el polylinker de pMal-c2X. Una vez se obtiene el plasmido que incluye la ORF
de Mboumar en el lugar correcto de donacién en pMal-c2X, se introduce por transformacion en bacterias E. coli de
la cepa Rosetta 2. Con una de las colonias positivas obtenidas se inoculan 100 ml de cultivo liquido de medio LB
con ampicilina (Amp), y se incuba en agitacién a 37°C hasta que se obtiene una A = 0,5. A continuacién se anade
IPTG a una concentracién final de 0,1 mM y se mantiene en agitacién durante toda la noche a temperatura ambiente.
Posteriormente se centrifuga el cultivo a 5.000 rpm durante 10 minutos. El precipitado se resuspende en 10 ml de
buffer HSG (Hepes pH=7,5 50 mM, NaCl 200 mM, EDTA 5 mM, DTT 2 mM y un 10% de glicerol) al que se le afade
inhibidor de la proteasa. Los 100 ml de cultivo se introducen en una prensa francesa y se someten las bacterias a una
presion de 1.000 Psi. El lisado obtenido se centrifuga a 15.000 rpm durante 30 minutos. El sobrenadante se hace pasar
por una columna con 1 ml de amilasa (previamente lavada con Buffer HSG) donde va a quedar retenida la proteina
de fusién. Una vez a pasado todo el sobrenadante a través de la matriz de amilosa, esta se vuelve a lavar con Buffer
HSG. Finalmente, para separar la proteina se afiade 1 ml de Buffer HSG con maltosa a una concentracién de 10 mM,
se diluye en buffer A (Hepes pH=7,5 50 mM, NaCl 50 mM, EDTA 5 mM, DTT 2 mM y un 5% de glicerol) y se
hace pasar por una columna de intercambio iénico (FPLC) tomandose varias fracciones. Estas fracciones se migran
en un gel SDS-Page y se selecciona la que presente una proporcién mayor de proteina completa con respecto a la
incompleta. A la fraccién seleccionada se le afiade glicerol (concentracién final del 10%), se alicuota y se guarda a
-80°C para su posterior uso. La concentracién de proteina se cuantifica mediante el método de Bradford.

La secuencia de la transposasa Mboumar-9, obtenida a partir de la secuencia de ADN del marinarMboumar-9, se
recoge en la SEQ ID NO: 1.

b) Fundamento de la transposicion in vitro

Para determinar la actividad in vitro de la transposasa es necesario el desarrollo de dos vectores, uno el donador y
otro el receptor. El Pldsmido Donador contendrd la secuencia que se desea movilizar, que debe estar flanqueada por las
ITRs del transposén Mboumar. El Plasmido Receptor puede ser cualquier otro donde pueda ser detectada la insercién
de la secuencia localizada entre las dos ITRs que aporta el pldsmido donador.

Durante la transposicion in vitro la transposasa Mboumar va a reconocer las ITRs que se localizan en el plasmido
donador. La transposasa realizard un corte en los extremos de estas ITRs e integrard este fragmento de DNA en un
dinucleétido TA (que sufrird una duplicacién durante el proceso) del plasmido receptor. Sin embargo, es también
posible que se produzca integracion en un sitio distinto del propio plasmido donador. Para evitar este inconveniente
el plasmido donador deberd ser incapaz de replicarse en las bacterias que se transformardn con la reaccién de la
transposicion in vitro.

¢) Diserio de los vectores para la transposicion in vitro
Se han construido dos pldsmidos donadores: pITR, que presenta los extremos del elemento mariner y por tanto sus

ITRs, y el pITR-Kn, derivado del anterior, pero al que se le ha incorporado el gen de resistencia a kanamicina (gen
Knr) (Fig. 1).
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c.1. Pldsmido pITR

Para la construccién de este vector se parte del plasmido Mboumar-9 que contiene el elemento mariner Mboumar-
9 clonado en el plasmido pGEMT easy vector (Promega). La primera modificacion que se realiza sobre el plasmido es
la eliminacién del gen de resistencia a la ampicilina (Ampr) y el origen de replicacién (ori). Para ello se ha digerido
el plasmido con los enzimas Scal y Accl, liberdndose asi la mayor parte del gen Ampr y el ori. Este fragmento se
sustituye por el origen de replicacion R6K, el cual va a permitir a este plasmido replicarse tinicamente en bacterias
pir+, pero no en cepas pir-, que van a ser aquellas transformadas con la reaccion de transposicion.

Posteriormente el plasmido se digiere con las enzimas de restriccién Mscl y Ndel (digestién parcial), y se unen los
extremos generados en el vector por ligacion. Estas enzimas van a liberar la region central del mariner dejando solo
173 pb de los extremos, en los que se encuentran las dos ITRs. En esta region se localiza una secuencia diana para el
enzima Apol, que puede ser utilizada para insertar una secuencia de DNA (Fig. 2). Sin embargo, esta enzima también
es capaz de cortar en las dianas para EcoRI que se encuentran en el vector pPGEM-T, a ambos lados del inserto, por lo
que es necesario eliminarlas.

Para eliminar las dianas EcoRI se digiere el plasmido con este enzima, generdndose dos fragmentos, uno con el
inserto correspondiente al mariner y otro con el vector. Este enzima genera extremos protuberantes que son rellenados
con ayuda del enzima Klenow, generandose asi fragmentos con extremos romos que vuelven a ser ligados, degenerando
asf la diana para EcoRl (Fig. 3), quedando la diana Apol entre las dos ITRs como diana tnica para este enzima en el
plasmido (Fig. 2)

c.2. Plasmido pITR-Kn

El plasmido pITR-Kn es derivado del pITR al cual se le ha insertado el gen de resistencia a la kanamicina (gen
Knr) en la diana de Apol (Fig. 1)

c.3. Pldsmido receptor
Como plasmido receptor se puede usar cualquier otro que confiera resistencia a un antibidtico diferente de la
kanamicina y que sea capaz de replicarse en bacterias pir-. Para los ensayos de transposicién in vitro se ha usado el
propio vector pPGEMT Easy Vector (Promega).
d) Ensayo de transposicion in vitro (Figura 4)
¢ FElementos necesarios para la transposicion in vitro:
- Plasmido donador (pITR-Kn).
- Plasmido receptor (pGEM-T).

- Transposasa Mboumar purificada.

- Tampoén de reaccion: Es el tampdn en el que se rednen las condiciones necesarias para que se lleve a
cabo la transposicién por parte de la transposasa Mboumar.

e Reaccién de transposicion in vitro:
- Plasmido donador: 9 uM.
- Pldsmido receptor: 9 uM.
- Transposasa Mboumar: 10 nM.
- Buffer de reaccién 1x:
- Glicerol: 10%.
- Hepes (pH=7.9): 25 mM.
- BSA: 12,5 ug/ul.
- DTT: 2 mM.
- NaCl: 100 mM.

- MgCI2: 10 mM.

10
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Esta reaccién se incuba a 28°C durante toda la noche. Durante este periodo la transposasa escinde el gen Knr
junto a las ITRs que lo flanquean y lo integra en dinucle6tido TA del pldsmido receptor (o del pladsmido donador). La
movilizacién de esta secuencia al plasmido receptor generard un plasmido que conferird resistencia a la kanamicina y
la ampicilina, y que serd capaz de replicarse en bacterias pir-.

A continuacién se transforman bacterias competentes pir-(DHS5«) con 8 ul de la reaccién de transposicion y del
control negativo (sin transposasa). La mitad del volumen de la transformacién con la reaccién de transposicién se
siembra en placas de LB con kanamicina y ampicilina, y la otra mitad en placas con solo ampicilina. El mismo volumen
es el que se va a sembrar de la transformacién con el control negativo en una placa LB+ ampicilina+ kanamicina.

En las placas con solo ampicilina podran crecer todas aquellas bacterias que hayan incorporado el plasmido recep-
tor original o con la insercién del gen Kn', ya que el plasmido receptor contiene el gen Amp*.

En las placas con ampicilina y kanamicina sélo podran crecer aquellas bacterias que posean el plasmido receptor
con la insercién del gen Kn', siempre y cuando la integracion se haya producido fuera del gen Amp* y del origen de
replicacién (ori). La integracion en cualquiera de estos sitios darfa lugar a bacterias no viables, ya que la integracién
en el gen Amp' harfa que las bacterias no fuesen resistentes a la ampicilina, y la integracion en el ori impediria la
replicacién del plasmido receptor dentro de la bacteria.

Las bacterias que hayan incorporado el pldsmido donador (con o sin el gen Kn®) no sobrevivirdn, ya que este
plasmido no es capaz de replicarse en las bacterias pir-DH5a.

e (Cdlculo de la Eficiencia de Transposicion:
La eficiencia con la que la transposasa Mboumar ha llevado a cabo la transposicién en las condiciones descritas es

de 107, Esta se calcula dividiendo en nimero de Pldsmidos Receptores transformados con el gen Kn® integrado entre
el ndmero total de Pldsmidos Receptores transformados.

11
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REIVINDICACIONES
1. Péptido recombinante que comprende la secuencia de aminodcidos SEQ ID NO: 1.

2. Péptido recombinante segiin la reivindicacién 1 cuya secuencia de aminodcidos presenta, al menos, una identidad
del 70% con la SEQ ID NO: 1.

3. Péptido recombinante segtin la reivindicacion 1 que presenta una identidad de, al menos, un 80% con la secuencia
de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 1.

4. Péptido recombinante segun la reivindicacion 1 que presenta una identidad de, al menos, un 90% con la secuencia
de aminodacidos de la SEQ ID NO: 1.

5. Péptido recombinante segtin la reivindicacién 1 que presenta una identidad de, al menos, un 95% con la secuencia
de aminodacidos de la SEQ ID NO: 1.

6. Péptido recombinante homdlogo al péptido segtin cualquiera de las reivindicaciones 1-5.

7. Polinucleétido aislado, que se traduce a la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 1, y se selecciona de la
lista que comprende:

a. moléculas de dcido nucleico que codifican un polipéptido que comprende la secuencia aminoacidica de la
SEQ ID NO: 1,

b. moléculas de acido nucleico cuya cadena complementaria hibrida con la secuencia polinucleotidica de a),
6

c. moléculas de dcido nucleico cuya secuencia difiere de a) y/o b) debido a la degeneracién del c6digo gené-
tico.

para su uso en la produccién del péptido recombinante segiin cualquiera de las reivindicaciones 1-6.
8. Polinucledtido segun la reivindicacién 7, donde la secuencia aminoacidica a la que se traduce presenta una
identidad de, al menos un 70% con la SEQ ID NO: 1.

9. Polinucleétido segiin la reivindicacién 7, donde la secuencia aminoacidica a la que se traduce presenta una
identidad de, al menos un 80% con la SEQ ID NO: 1.

10. Polinucleétido segin la reivindicacion 7, donde la secuencia aminoacidica a la que se traduce presenta una
identidad de, al menos un 90% con la SEQ ID NO: 1.

11. Polinucleétido segin la reivindicacién 7, donde la secuencia aminoacidica a la que se traduce presenta una
identidad de, al menos un 95% con la SEQ ID NO: 1.

12. Polinucleétido segin cualquiera de las reivindicaciones 7-11, que codifica un péptido segin cualquiera de las
reivindicaciones 1-6.

13. Uso del péptido recombinante, seglin cualquiera de las reivindicaciones 1-6, o un fragmento o derivado del
mismo, como transposasa.

14. Uso del péptido recombinante, segtin cualquiera de las reivindicaciones 1-6, como herramienta ttil para la
transposicion in vitro, o para la transgénesis y mutagénesis de forma aleatoria, tanto in vitro como in vivo.

15. Uso del péptido recombinante segiin la reivindicacion 14, para la generacidon de mutaciones aleatorias in vitro.

16. Uso del péptido recombinante segin la reivindicacioén 14, para la generacion de transgénesis y mutagénesis
aleatoria in vitro, en el genoma de células procariotas o eucariotas.
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1-16

Si
NO
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NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacidn industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinion:

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como ha sido publicada.
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OPINION ESCRITA Ne de solicitud: 200800593

1. Documentos considerados:

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracién para la reali-
zacion de esta opinion.

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion
DO1 PALOMEQUE T. et al. Gene. 2006, Vol 371, paginas 194-205. 2006
D02 WO 2007063033 A1 07-06-2007
D03 WO 2004078981 A1 16-09-2004

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de marzo,
de patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

La presente solicitud divulga un péptido recombinante que contiene la secuencia definida como SEQ ID NO: 1 (reivindicacio-
nes 1-6); asi como un polinucleétido que codifica para esta secuencia (reivindicaciones 7-12). Se refiere también al uso de
dicho péptido como transposasa y herramienta genética para generacion de transgénesis y mutagénesis aleatorias en células
procariotas y eucariotas (reivindicaciones 13-16)

El documento D01 divulga un MLE (mariner-like-element), denominado Mboumar, y un nuevo MITE (miniatura inverted-repeat
transposable element), denominado IRE-130, procedentes de ADN satélite de la hormiga Messor bouvieri. Se refiere al aisla-
miento del transpos6n Mboumar, y a su transcripcidén como enzima transposasa, cuyas respectivas secuencias estan deposi-
tadas en GenBank con nimero de acceso AJ781769-AJ781772 (ver todo el documento, especialmente pagina 200, apartado
3.3; pagina 201, figura 5)

El documento D02 divulga una transposasa, procedente de un elemento mariner de la subfamilia mauritiana, y a su produccién
por una célula huésped procariota (ver resumen; pagina 5, linea 3 - pagina 9, linea 29; pagina 18, reivindicacién 1)

El documento D03 divulga transposasas mutantes, hiperactivas, no fosforilables, procedentes de elementos mariner; asi como
las secuencias de nucleétidos que codifican estas transposasas. Se refiere también a un método de produccién de estas
enzimas y a su uso para transposiciones in vitro o in vivo (ver resumen; pagina 11, linea 15 - pagina 14, linea 18; pagina 48,
reivindicacion 20)

1. NOVEDAD (Art. 6.1 LP 11/1986)
1.1. REIVINDICACIONES 1-16

El objeto técnico de la presente solicitud es un péptido recombinante que contiene la secuencia definida como SEQ ID NO: 1y
un polinucleétido que codifica para esta secuencia. Se refiere también al uso de dicho péptido como transposasa y herramienta
genética para generacién de transgénesis y mutagénesis aleatorias en células procariotas y eucariotas.

El documento D01 se considera el més cercano al estado de la técnica, ya que anticipa el péptido que corresponde a la SEQ
ID NO: 1 de la presente solicitud y a la secuencia de acidos nucleicos que codifica esta proteina definida en la Base de Datos
GeneBank como transposasa.

Segun lo expuesto en el documento D01 la invencién tal y como se recoge en las reivindicaciones 1-13 carece de novedad
(Art. 6.1 LP 11/1986)

Las reivindicaciones 14-16 cumplen con el requisito de novedad (Art. 6.1 LP 11/1986)
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OPINION ESCRITA Ne de solicitud: 200800593

Hoja adicional

2. ACTIVIDAD INVENTIVA (Art. 8.1 LP 11/1986)
2.1. REIVINDICACIONES 14-16

La diferencia entre este documento y el objeto técnico de las reivindicaciones de la solicitud radica en el uso de dicho péptido
como herramienta genética para producir transgénesis y mutagénesis.

Sin embargo, dado que ambas secuencias se encuentran en D01 y también en GeneBank, registradas con nimero de acceso
AJ781770.1, e identificadas como transposon y correspondiente transposasa, se considera que seria obvio para un exper-
to en la materia su uso para producir transgénesis y mutagénesis, ya que constituye una actividad biolégica propia de las
transposasas.

En consecuencia, la invencién tal y como se recoge en las reivindicaciones 14-16 carece de actividad inventiva (Art. 8.1 LP
11/1986)

Los documento D02 y D03, se refieren al estado de la técnica y no se consideran relevantes en relacién con el objeto de la
invencion.
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