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DESCRIPCION

pTOP: NUEVO VECTOR DE EXPRESION Y PURIFICACION DE PROTEINAS

La presente invencion pertenece al campo de la Biologia Molecular, la Genética
y la Biotecnologia. La presente invencion se refiere a (1) un nuevo vector de
expresion génica que permite el marcaje, la expresion y la purificacion de
proteinas, (2) al método de expresion y purificacion proteica asociado a este

vector y (3) a un kit que comprende dicho vector.

ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR

Existen en el mercado numerosos ejemplos de vectores de expresion, entre los
gue estan los vectores pGEX de GE Healthcare Life Sciences o los vectores
pBAD de Invitrogen. En estas dos series de vectores la clonacion del gen de
interés puede llevarse a cabo por restriccion. Ademas, hay vectores pBAD
comerciales preparados para clonar mediante el uso de topoisomerasa, o
usando vectores donantes para recombinacion con vectores pBAD de entrada
mediante la tecnologia de recombinacion Gateway. Ambos sistemas permiten
controlar la expresion del gen de interés gracias a dos operones, el operon lac
(de lactosa) que se induce en presencia de lactosa o también de IPTG
(isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido, un analogo de la lactosa pero mas
ventajoso porque sus niveles se mantienen debido a que no se degrada
durante el cultivo celular) en cultivos de células transformadas con pGEX, y el
operon ara (de arabinosa) que se induce mediante la adicidn de arabinosa en
cultivos de células transformadas con pBAD. Ademas, ambos sistemas
permiten el marcaje y la obtencion de las proteinas con distintos marcadores,
como son la fusion con la GST (Glutation S-transferasa), la tiorredoxina, una
cadena de 6 histidinas, el epitopo V5 (la forma larga consta de 14 aminoacidos
y la corta de 9 aminoacidos y derivan del epitopo Pk presente en las proteinas
P y V del paramixovirus del virus 5 de simio (SV5)), o el epitopo myc (de 10
aminoacidos y es parte de la secuencia del factor de transcripcion c-myc
humano), que facilitan tanto la deteccion como la purificacidon de la proteina

expresada. Estos vectores también permiten el procesamiento de la proteina
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resultante con proteasas especificas para liberar asi la proteina de interés,
como la proteasa Pre-Scission (proteina de fusion de GST con la proteasa HRV
3C del rinovirus humano (HRV) tipo 14), la proteasa Trombina (purificada de
plasma bovino) o la proteasa Factor Xa (purificado de plasma bovino), en el
caso del vector pGEX, o la proteasa Enterokinasa (purificada de intestino
bovino o usando la subunidad catalitica recombinante EKMax™ Enterokinase

comercializada por Invitrogen) en el caso de pBAD.

Estos vectores permiten la obtencion de la proteina de interés fusionada con un
marcador o libre. Las proteinas fusionadas a los marcadores llevan, ademas de
la correspondiente secuencia codificada por el ADN del gen de interés y de los
marcadores, otros residuos aminoacidicos afiadidos no pertenecientes a éstas,
sino que son los codificados por las dianas de corte de las proteasas y por las
dianas de restriccion o los sitios de recombinacion usados en la clonacion.
Aunque en menor numero, tras liberacion de las proteinas de interés por corte
con las proteasas especificas, alguno de estos residuos permanece unido a su
secuencia. Puesto que PreScission y Trombina solamente dejan 2 residuos
después del corte, y Factor Xa y Enterokinasa cortan exactamente en el
extremo C-terminal de su diana, la mayoria de los residuos remanentes
después del corte se deben fundamentalmente a los codificados e introducidos
por las secuencias de las dianas de restriccion y/o de los sitios especificos

necesarios para la clonacion.

El vector p-CAL-n-FLAG de Stratagene es otro ejemplo de vector de expresion
gue permite la obtencion de una proteina de fusion con distintos elementos,
gue consisten en el péptido CBP (del inglés “calmodulin-binding peptide” o
péptido de unidn a calmodulina), la secuencia aminoacidica diana de la
proteasa Trombina, el marcador FLAG (epitopo de 8 aminoacidos no natural
disefiado especificamente como marcador de proteinas) y la secuencia
aminoacidica diana de la proteasa Enterokinasa, situandose todos estos
elementos en el extremo amino terminal de la proteina de interés. El gen de

interés se clona por un método LIC (“ligation independent cloning”), que a
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diferencia de otros métodos usados en la clonacion en pGEX y en pBAD, evita
la adicidon de residuos extra provenientes de la etapa de clonacién a la proteina
de interés. Los elementos que presenta la proteina de fusion resultante de la
expresion en el vector p-CAL-n-FLAG tienen distintas utilidades: el CBP
permite la purificacion por afinidad de la proteina de fusion en una resina de
calmodulina. Por otro lado, el marcador FLAG es un epitopo reconocido por
anticuerpos especificos, que permite también el atrapado de la proteina de
fusidn, bien para su purificacion o por ejemplo para el estudio de interacciones
proteina-proteina o  proteina-ADN  mediante  inmunoprecipitacion o
inmunoprecipitacion de cromatina. Es conveniente liberar la proteina asi
obtenida del marcador CBP mediante corte con la proteasa Trombina, ya que
en este tipo de estudios de inmunoprecipitacion la presencia del CBP puede
ser contraproducente, pues puede unirse inespecificamente a muchas
proteinas celulares de union a calmodulina, por lo que es conveniente quitarlo
para obtener la proteina de interés fusionada unicamente al marcador FLAG y

a la diana de la Enterokinasa.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

En un primer aspecto, la presente invencidon proporciona un nuevo vector,
llamado pTOP (Figuras 1 y 2), para la expresion génica y purificacion de
proteinas basado en una secuencia nucleotidica que contiene diferentes
elementos. Este vector permite el marcaje de la proteina de interés con
distintas etiquetas o marcadores, que facilitan su manipulacion y purificacion, y
permite también la obtencidon de la proteina de interés en distintas formas:
fusionada con varios marcadores, con un unico marcador o la proteina pura, sin

ningun aminoacido extra (Figura 3).

Mas concretamente, el vector de expresion de la invencion permite la obtencion
de una proteina de fusidn con tres marcadores y dos secuencias diana de
proteasas dispuestos de tal forma que la proteina de interés puede ser

purificada fusionada con todos estos elementos, con un unico marcador o
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simplemente la secuencia de la proteina de interés (Figura 3), en una unica

etapa o en varias etapas de forma secuencial.

Los marcadores de la proteina de fusion que se obtiene gracias al vector de
expresion de la invencion presentan varias ventajas, como son que permiten la
purificacion de la proteina de fusion por afinidad en distintos tipos de sistemas,
lo cual aumenta la versatilidad del método de purificacion y lo hace por tanto
mas eficiente. La proteina de fusidon lleva la GST y, por tanto, puede ser
purificada mediante afinidad por glutation o mediante inmunoprecipitacion, ya
gue hay anticuerpos especificos contra GST. Ademas, la proteina de fusion
lleva dos epitopos polihistidina, lo cual permite su purificacibn mediante
afinidad por metales como el niquel o el cobalto, o mediante
inmunoprecipitacion, ya que hay anticuerpos especificos contra epitopos
polihistidina. El hecho de que la proteina lleve dos epitopos polihistidina en
lugar de uno, como ocurre en otros casos del estado de la técnica, permite que
la purificacion sea mas eficiente, ya que la proteina se une con mas afinidad al
metal y esto permite que se puedan realizar mas lavados y de mayor
astringencia para eliminar selectivamente otras proteinas celulares no

deseadas que también presentan afinidad por el metal.

Otra ventaja de la proteina de fusion obtenida mediante el vector pTOP de
expresion de la invencidon es que puede ser purificada de distintas formas y en
etapas sucesivas, como podria ser una primera purificacion de la proteina de
fusién conteniendo todos los elementos en una columna de niquel y elucidn
con imidazol, una segunda purificacion en una columna de glutation, que puede
ir seguida del procesamiento de la proteina con la proteasa PreScission para
liberarla de la GST y de la primera polihistidina y, a continuacioén, una tercera

purificacion por afinidad mediante anticuerpos contra la segunda polihistidina.

El vector del primer aspecto de la invencion presenta ademas la ventaja de que

comprende un elemento que permite el control de la expresion de la proteina
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de interés mediante la adicion de una sustancia, es decir, presenta un promotor

inducible.

En un segundo aspecto, la presente invencion proporciona un nuevo método
para la expresion génica y purificacion de proteinas que emplea el vector del
primer aspecto de la invencion. Gracias a las caracteristicas del vector del
primer aspecto de la invencion, la purificacion de la proteina expresada
mediante dicho vector es muy flexible, ya que puede realizarse, segun se
desee, en una unica etapa o en varias, dependiendo de las necesidades de
pureza o de las dificultades de obtencion de cada proteina, y de si se desea
purificar la proteina marcada con uno o dos marcadores para ser reconocida

por anticuerpos especificos o por otras moléculas.

En un tercer aspecto, la presente invencion proporciona un kit que comprende
el vector del primer aspecto de la invencion, asi como las instrucciones para
llevar a cabo la clonacion del gen, la induccion de la expresion de la proteina
correspondiente y su purificacidn mediante el método del segundo aspecto de

la invencion.

Por tanto, un primer aspecto de la invencion se refiere a una secuencia
nucleotidica que comprende los siguientes elementos:
a. un codon de iniciacion,
b. una secuencia nucleotidica que codifica para un marcador M,
€. una secuencia nucleotidica que codifica para un marcador N,
d. una secuencia nucleotidica que codifica para una secuencia
aminoacidica P de reconocimiento de una proteasa,
€. una secuencia nucleotidica que codifica para un marcador O,
una secuencia nucleotidica que codifica para una secuencia
aminoacidica Q de reconocimiento de una proteasa,

g. un codon de terminacion.
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En una realizacion preferida del primer aspecto de la invencidn, la secuencia
nucleotidica comprende una secuencia que consiste esencialmente en los
siguientes elementos:
a. un codon de iniciacion,
b. una secuencia nucleotidica que codifica para un marcador M,
€. una secuencia nucleotidica que codifica para un marcador N,
d. una secuencia nucleotidica que codifica para una secuencia
aminoacidica P de reconocimiento de una proteasa,
€. una secuencia nucleotidica que codifica para un marcador O,
una secuencia nucleotidica que codifica para la secuencia
aminoacidica Q de reconocimiento de una proteasa,

g. un codon de terminacion.

Una realizacion del primer aspecto de la invencion puede ser una secuencia
nucleotidica que consiste en los elementos (a)-(g) y que presenta alguna otra
caracteristica que no es relevante para la funcion del primer aspecto de la
invencion. Por ejemplo, una caracteristica no relevante podria ser una region
de multi-clonacion (MCS del inglés “multi cloning site”), que consiste en la
sucesion de dianas especificas de enzimas de restriccion. Este elemento no
seria relevante puesto que no supondria ninguna ventaja para la expresion de
la proteina de interés, y ademas no es imprescindible para la clonacién de
dicha proteina de interés en la secuencia nucleotidica de la invencion, puesto
gue existen en el estado de la técnica otras formas de clonar un fragmento de
ADN.

En los ejemplos de la presente memoria los inventores usan un nuevo método
de clonacién por CiPCR (PCR inversa de clonacién), que comprende una PCR
clasica de amplificacion del inserto y seguidamente la clonacidon de este
mediante una CiPCR.

En una realizacibn mas preferida del primer aspecto de la invencion, la

secuencia nucleotidica comprende los elementos en el siguiente orden: (a) un
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coddn de iniciacion; (b) una secuencia nucleotidica que codifica para un
marcador M; (c) una secuencia nucleotidica que codifica para un marcador N;
(d) una secuencia nucleotidica que codifica para una secuencia aminoacidica P
de reconocimiento de una proteasa; (e) una secuencia nucleotidica que codifica
para un marcador O; (f) una secuencia nucleotidica que codifica para una
secuencia aminoacidica Q de reconocimiento de una proteasa; (g) un codon de

terminacion.

En una realizacion preferida del primer aspecto de la invencion, los marcadores
M y O son iguales. En una realizacion preferida del primer aspecto de la
invencion, los marcadores M, N y O se seleccionan de la lista que comprende:
polihistidina, GST, avidina, estreptavidina, HA, VSV-G, HSVtk, FLAG, proteina
de union a maltosa, V5, myc y una proteina fluorescente. Preferiblemente, los
marcadores M, N y O se seleccionan de entre polihistidina y GST. Mas
preferiblemente, los marcadores M y O son una polihistidina y el marcador N es
la GST. Aun mas preferiblemente, los marcadores M y O son una polihistidina

de entre 6 y 14, preferiblemente de 10 histidinas.

El péptido marcador HA o hemaglutinina es un epitopo encontrado en el virus
de la gripe humana, VSV-G pertenece a la glicoproteina del virus de la
estomatitis vesicular, el péptido marcador HSVtk pertenece a la Timidina
Kinasa del virus del herpes simple tipo 1, y los restantes se han descrito

anteriormente.

El término “marcador”, tal y como se emplea en la presente descripcion, se
refiere a un péptido marcador o proteina marcadora, que permiten la
identificacion de la proteina de interés cuando son producidos junto con dicha
proteina como proteina de fusion. El péptido marcador o la proteina marcadora
sirven para la identificacion y/o la localizacidon y/o el atrapado de la proteina de
interés porque son sitios de unién a determinadas moléculas o atomos, o
porque son facilmente detectables por técnicas inmunoquimicas, tanto
polihistidina, GST, avidina o estreptavidina, como HA, VSV-G, HSVik, FLAG,
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V5 o myc, o porque ademas son facilmente observables por otros métodos,

como ocurre con las proteinas fluorescentes.

En una realizacion preferida del primer aspecto de la invencion, las secuencias
aminoacidicas P y Q de reconocimiento de proteasas se seleccionan de la lista
gue comprende las dianas de las proteasas: Pre-Scission, Enterokinasa,
Trombina, Tev, HRV 3C, ULP1 y factor Xa. Preferiblemente, la secuencia
aminoacidica P es la diana de reconocimiento de la proteasa Pre-Scission, y la
secuencia aminoacidica Q es la diana de reconocimiento de la proteasa

Enterokinasa.

La proteasa Tev es una proteasa del virus del grabado del tabaco (“Tobacco
Etch Virus®). La proteasa HRV 3C es una proteasa 3C del rinovirus humano
tipo 14. La proteasa ULP1 (“Ubl-specific protease 17) es una proteasa de la
familia de las Ubls (“ubiquitin-like proteins”), de la levadura Saccharomyces
cerevisiae (S. Cerevisiae), que interviene en la ruptura de SUMO (“small

ubiquitin-like modifier’) para liberarlo de sus sustratos.

El término “proteasa”, tal y como se emplea en la presente descripcidon, se
refiere a un enzima capaz de romper el enlace peptidico entre dos aminoacidos
determinados dentro de una secuencia aminoacidica concreta, que es la

secuencia diana (de reconocimiento) de dicha proteasa.

En una realizacion preferida del primer aspecto de la invencidn, la secuencia
nucleotidica ademas comprende un promotor inducible. Preferiblemente, el
promotor inducible se selecciona de la lista que comprende: promotor inducible
por arabinosa, promotor inducible por lactosa o IPTG, promotor inducible por
ecdisona, promotor inducible por tetraciclina, promotor inducible por galactosa,
promotor inducible por metales pesados, promotor inducible por mifepristona,
promotor inducible por triptéfano, promotor inducible por temperatura, promotor
inducible por fosfatos y promotor inducible por metanol. Mas preferiblemente, el

promotor es inducible por arabinosa.
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Un promotor es una secuencia de nucleotidos que controla la transcripcion del
gen de interés. El término “inducible”, tal y como se emplea en la presente
descripcion, se refiere a la posibilidad de controlar la expresidon de una
secuencia nucleotidica en el tiempo, y hace referencia a la presencia de un
elemento de control. Dicho elemento de control permite activar o desactivar la
expresion mediante, por ejemplo, la adicion de una sustancia al medio de
cultivo. Un promotor inducible por arabinosa es aquel que presenta los
elementos necesarios para que la transcripcion se produzca Unicamente en
presencia de esta sustancia. Una realizacidon del primer aspecto de la invencion
puede ser un promotor inducible por arabinosa que comprende el gen araC y el

promotor pBAD del operdn de arabinosa de Escherichia coli (E. coli).

En una realizacion preferida del primer aspecto de la invencidn, la secuencia
nucleotidica ademas comprende al menos un origen de replicacion. El origen
de replicacion puede ser de procariotas o de eucariotas. Preferiblemente,

comprende el origen de replicacion del plasmido pUC.

El término “origen de replicacion”, tal y como se emplea en la presente
descripcidn, se refiere a una secuencia de nuclet6tidos donde se forma una

horquilla de replicacion y donde se inicia la replicacion del ADN.

En otra realizacion preferida del primer aspecto de la invencion, la secuencia
nucleotidica ademas comprende un gen de seleccidon. Preferiblemente, el gen
de seleccion se escoge de la lista que comprende: un gen de resistencia a
antibidtico, un gen que codifica para una proteina fluorescente, un gen que
codifica para una proteina luminiscente, un gen que codifica para la beta-
galactosidasa y un gen que convierte a cepas auxotrofas en prototrofas. Mas
preferiblemente, el gen de seleccion es un gen de resistencia a antibidtico.
Preferiblemente, el antibidtico es ampicilina, kanamicina, tetraciclina,
cloranfenicol, geneticina, higromicina B, puromicina, blasticidina, metotrexato o

zeocina. Mas preferiblemente, es un gen de resistencia a ampicilina.

10
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El término “gen de seleccion”, tal y como se emplea en la presente descripcion,
se refiere a un gen que codifica para una proteina que confiere una
caracteristica distintiva al organismo en el que se expresa, como puede ser que
sobreviva a la presencia de un antibidtico, que produzca una sustancia
coloreada en presencia de un reactivo determinado o que emita luz. Un gen de
resistencia a antibi6tico codifica para una proteina que confiere a la célula que
la expresa, que normalmente seria sensible al antibidtico, la capacidad de
superar el efecto del antibidtico. Dicha proteina suele ser un enzima que

inactiva o expulsa el antibidtico en cuestion.

En una realizacion preferida del primer aspecto de la invencidn, la secuencia
nucleotidica es SEQ ID NO: 1 o una variante bioequivalente. El término
“variante bioequivalente”, tal y como se emplea en la presente descripcion, se
refiere a una secuencia que presenta los mismos elementos que SEQ ID NO: 1
y que, aunque puede tener una secuencia ligeramente distinta, conserva las
caracteristicas funcionales de SEQ ID NO: 1, es decir, que las diferencias con

la secuencia de SEQ ID NO: 1 no son relevantes.

Preferiblemente, la secuencia nucleotidica del primer aspecto de la invencion
es una construccion génica o forma parte de una construcciéon génica. Mas
preferiblemente, es una construccion génica. Una construccion génica es una
molécula de acido nucleico en la que se han dispuesto diferentes elementos de
una forma especifica y deseada. Estos elementos pueden ser, entre otros,
secuencias de replicacion, secuencias de control, secuencias codificantes,

secuencias de multiclonacion o secuencias de recombinacion.

Preferiblemente, la secuencia nucleotidica del primer aspecto de la invencion
es un vector o forma parte de un vector. Mas preferiblemente, es un vector. Un
vector es una construccion génica o secuencia de ADN o ARN que contiene
una serie de elementos funcionales, que incluyen un origen de replicacion,

secuencias de control, tales como, por ejemplo, elementos de control de la

1"
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traduccion (como codigos de iniciacion y de parada) y de la transcripcion (por
ejemplo, regiones de promotor-operador, sitios de unidon de factores de
transcripcion o elementos reguladores). El vector puede incluir plasmidos
bacterianos, vectores virales y otros vectores bien conocidos y documentados
en el estado de la técnica. Se conoce, asi mismo, una variedad de técnicas que
pueden utilizarse para introducir tales vectores en células procaridticas o
eucaridticas (células hospedadoras) para su expresion. Técnicas adecuadas de
transformacion o transfeccion estan bien descritas en el estado de la técnica.
Un replicon es por tanto cualquier elemento genético que se comporta como
una unidad autdbnoma de replicacion génica dentro de una célula; esto es,
capaz de replicarse bajo su propio control. Un vector es por tanto un replicon
que mediante la clonacion de otro segmento polinucledtido, permite realizar la
replicacion y/o expresion del segmento unido. El término “secuencia de control”
se refiere a secuencias de nucledtidos que son necesarias para efectuar la
expresion de las secuencias codificadoras a las que estan 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 union ribosomal, y sefiales de terminacion; en
eucariotas, generalmente, dichas secuencias de control incluyen promotores,
sefales de terminacion, 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.

Un segundo aspecto de la invencion se refiere a un método de expresion
génica y purificacion proteica, caracterizado porgque comprende una primera
etapa (h):

h. Clonar un gen de interés en una secuencia nucleotidica, construccion

génica o vector del primer aspecto de la invencion.

El término “clonacion”, tal y como se emplea en la presente descripcion, se

refiere al proceso que permite la generacion de copias de un fragmento de
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ADN, como puede ser la insercion de una secuencia nucleotidica de interés en
un vector que pueda ser replicado dentro de una célula. La clonaciéon de la
etapa (h) se lleva a cabo de forma que la secuencia del gen de interés queda
funcionalmente unida a los elementos (a)-(g) del primer aspecto de la
invencion. El gen de interés se inserta entre los elementos (f) y (g),
originandose una regidon codificadora que comprende (a), (b), (c), (d), (e), (f) y
el gen de interés. Por tanto, el lugar de insercion (“i”) de la secuencia de interés
es exactamente el comprendido entre la secuencia nucleotidica que codifica
para la secuencia aminoacidica Q de reconocimiento de una proteasa y el
coddn de terminacion, y se representa en las figuras de la presente descripcion

como *x__ HH o **i##.

La expresion “funcionalmente unida” se refiere a que la pauta de lectura, en el
proceso de traduccion del cdédigo genético desde el acido nucleico hasta la
proteina, es la adecuada para que se produzca la proteina de fusidn que
presenta los elementos (a)-(f) en su extremo amino terminal, y a continuacion la

secuencia aminoacidica de la proteina de interés.

El gen de interés (representado en las figuras como “gen”) es la secuencia

nucleotidica de interés insertada en **i* (

Figura 2), y que codifica para la
proteina de interés. El término “proteina de interés”, tal y como se emplea en la
presente descripcion, se refiere a cualquier proteina cuya secuencia codificante
sea conocida, esté disponible o0 vaya a estar disponible, de forma que pueda
clonarse en un vector apropiado para su expresion en las células apropiadas o

en un sistema de expresion in vitro.

La clonacion de la secuencia de interés puede llevarse a cabo mediante los
métodos de clonacion descritos en el estado de la técnica. Sin embargo, no
todos los métodos de clonacion conocidos permiten obtener la proteina pura
sin ningun aminoacido extra. Por ello, los inventores recomiendan el uso del
método de clonacion por CiPCR, que ademas de permitir obtener las diferentes

variantes de la proteina de fusion (figura 3), permite también la obtencion de la
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proteina pura sin aminoacidos extra, y ademas tiene otras ventajas como son:
1) simplificar el proceso de clonacién, 2) no requerir elevados conocimientos de
ingenieria genética, 3) evitar el laborioso disefio y realizacidon de una estrategia
de clonacién basada en la presencia de dianas especificas de enzimas de

restriccion o de recombinacion.

Este nuevo método de clonacion por CiPCR se basa en el disefio de dos
oligonucledtidos cebadores directo y reverso, cuyos respectivos extremos 3’
hibridan con la secuencia del gen de interés a insertar, para su cebado y
amplificacion. Tras la amplificacion del gen de interés con estos cebadores,
tanto los extremos 5’ como los 3" de cada uno de los amplicones obtenidos
hibridan con cada una de las cadenas del vector pTOP en una segunda

reaccion, la CiPCR.

Para el disefio de estos oligonuclettidos cebadores, el oligonucledtido directo
empieza con la secuencia 5’-cacgatgacgatgacaag-3" (SEQ ID NO: 22), y a
continuacion se afiade la secuencia del cebador directo disefiado para la
amplificacion del gen de interés a clonar sin el coddn de iniciacion,
obteniéndose el oligonucleétido directo completo: 5'cacgatgacgatgacaag (SEQ
ID NO: 22) +secuencia-cebador-directo-gen-interés 3°. El oligonucleétido
reverso empieza en el extremo 5 con la secuencia 5 -atgacaactccgtcttcc-3°
(SEQ ID NO: 23) y a continuacion se afiade la secuencia del cebador reverso
disefiado para la amplificacion del gen de interés sin incluir el codén de parada,
puesto que éste se incluye en la parte correspondiente a la secuencia del
vector pTOP, obteniéndose el oligonucledtido reverso completo:
5’atgacaactccgtcticctta (SEQ ID NO: 23) +secuencia-cebador-reverso-gen-

interés 3.
Las dos secuencias de hibridacion con el vector de los cebadores directo y

reverso (SEQ ID NO: 22 y SEQ ID NO: 23) corresponden a las secuencias del

vector pTOP flanqueantes al lugar de insercion del gen a clonar **---*. En SEQ

14


PC054
Nota adhesiva
None definida por PC054

PC054
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC054

PC054
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC054

PC054
Nota adhesiva
None definida por PC054

PC054
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC054

PC054
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC054


10

15

20

25

30

ES 2 387280 Bl

ID NO: 1, que corresponde al vector pTOP vacio, sus extremos 3" coinciden

con las posiciones 1.093 y 1.094 respectivamente.

En los oligonucledétidos cebadores puede ser de interés afiadir mutaciones M
opcionales en dos regiones:

- entre la secuencia que hibrida con el vector y la de cebado para la
amplificacion del gen de interés a insertar en pTOP

- dentro de las propias secuencias cebadoras disefiadas para la amplificacion

del gen de interés a insertar o clonar.

Con las primeras se puede insertar alguna nueva etiqueta, tanto en el extremo
amino terminal a continuacion de la diana de EK, como en el carboxilo terminal
antes del coddn de parada. Con las segundas se pueden introducir mutaciones
M en sitios cercanos tanto al extremo amino terminal como al carboxilo terminal

de la proteina de interés.

En una primera PCR convencional se emplean estos oligonucledtidos
cebadores para amplificar la secuencia de interés desde el molde del que se
disponga o para amplificarlo y mutarlo. En una segunda PCR, denominada
CiPCR, se emplea como molde el vector pTOP circular y como cebadores los
amplicones bicatenarios producto de la primera PCR convencional, donde cada
cadena del amplicon de la primera PCR convencional hibrida por sus extremos
5" y 3" simultaneamente con la correspondiente cadena del vector pTOP y
actua de cebador (por su extremo 3°) y de terminador de la elongacion (por su
extremo 57) en la CiPCR.

Alternativamente a los amplicones bicatenarios de la primera PCR
convencional se pueden usar los amplicones bicatenarios que se obtengan tras
la reamplificacion de dichos amplicones con unos oligonucle6tidos cebadores
directo y reverso, que permiten ampliar el tamafio de la secuencia de
hibridacion de los extremos 5" y 3" del amplicdn con la secuencia del vector

pTOP en el lugar de insercidon de la secuencia de interés a clonar. Dichos
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cebadores pueden tener una longitud variable desde un minimo de 30 hasta un

maximo de 135 nucledtidos, preferiblemente de entre 30 y 50 nucledtidos.

La secuencia del cebador directo de reamplificacidon coincide con la de un
fragmento del vector pTOP desde el nucledtido en la posicion 1.093 de SEQ ID
NO: 1, que seria el nucledtido del extremo 3° del cebador directo. Por ejemplo,
un cebador directo de reamplificacion para la clonacion por CiPCR en pTOP de
37 nucledtidos tendria la siguiente secuencia (SEQ ID NO: 20):
5’tcaccatcaccatcaccatcacgatgacgatgacaag3’, coincidiendo con la secuencia del
vector pTOP (SEQ ID NO: 1) desde el nucleétido en la posicion 1.057, que
seria el nucledtido del extremo 5° del cebador directo, hasta el nucleétido en la

posicion 1.093, que seria el nucledtido del extremo 3" del cebador directo.

La secuencia del cebador reverso de reamplificacion es complementaria a la de
pTOP y su extremo 3" seria el nucledtido complementario al nucleétido en la
posicion 1.094 de SEQ ID NO: 1. Un ejemplo del cebador reverso de 40
nucleétidos podria ser (SEQ ID NO: 21):
5°gcccaagcttcgaattccaatgacaactccgtcettecttad’, cuya secuencia es
complementaria a la de la cadena de pTOP indicada en SEQ ID NO: 1, de
forma que su extremo 3" seria el nucledtido complementario al nucledétido en la
posicion 1.094 y su extremo 5" seria el nucle6tido complementario al de la
posicion 1.133 de SEQ ID NO: 1.

Para evitar una segunda PCR convencional de reamplificacion del inserto con
los cebadores arriba descritos, la pareja de cebadores disefiada para la primera
PCR de amplificacidon del inserto pueden llevar ya unas secuencias de
hibridacion con el vector de mayor longitud que las descritas arriba (SEQ ID
NO: 22 y SEQ ID NO: 23) en sus extremos 5°.

El uso de amplicones con un elevado numero de residuos en las secuencias de
sus extremos para hibridacion con el vector, obtenidas bien mediante

reamplificacion de los amplicones de la PCR convencional de amplificacion del
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inserto 0 usando directamente en esta oligonucledtidos cebadores con un
mayor numero de residuos, se puede traducir en un aumento significativo de la
eficiencia de la clonacion. Un estudio de las temperaturas de fusion, la
formacion de dimeros, y otros parametros de los oligonucledtidos que incluyen
las secuencias de hibridacion con el inserto y con el vector y las mutaciones M

en su caso, ayudara en la eleccion de la estrategia a seguir.

La CiPCR, por las caracteristicas derivadas del uso de moldes circulares y
secuencias cebadoras-terminadoras (cuyas propiedades derivan del disefio
especial de los oligonucleétidos directo y reverso), permite 1) clonar de forma
dirigida, 2) introducir inserciones entre los extremos del inserto y del vector y/o
mutaciones (inserciones, deleciones o sustituciones) en los extremos del vector
y/o del inserto de forma simultanea a la clonacion, 3) obtener amplicones
lineales complementarios pero con largos extremos  cohesivos
complementarios también entre si, 4) estos amplicones, a diferencia de lo que
ocurre en una PCR convencional, se caracterizan porque no pueden ser
usados como moldes en la CIiPCR, y porque se estabilizan mediante
hibridacion in situ dando lugar a una construccidon génica tipo vector que
presenta un unico corte en cada una de sus dos cadenas y que llevan el inserto
o el inserto y las inserciones y/o mutaciones deseadas incorporadas en el/los

lugares deseados.

Las moléculas de vector molde de partida de la CiPCR se destruyen mediante
una endonucleasa dependiente de metilacion, y las construcciones génicas tipo
vector estabilizadas en forma circular resultantes se introducen en una célula
procariota, preferiblemente E. coli donde las ligasas celulares unen
covalentemente el corte presente en cada una de las cadenas, y permiten que
el vector se replique y herede durante la division celular para su amplificacion y

posterior extraccion, purificacion y analisis del plasmido correspondiente.

En una realizacion preferida del segundo aspecto de la invencion, después de

la etapa (h) se lleva a cabo la siguiente etapa (i):
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i. Producir la proteina codificada por la secuencia clonada en la etapa

(h).

En una realizacion preferida del segundo aspecto de la invencién, la etapa (i)
comprende al menos dos subetapas:

i". Introducir la secuencia nucleotidica, construccion génica o vector
obtenido en la etapa (h) en una célula procariota 0 en una célula
eucariota,

i”. Cultivar la célula de la etapa (') en presencia de las sustancias
necesarias para que se exprese la proteina codificada por el gen de

interés clonado en la etapa (h).

Preferiblemente, en la etapa (i’) se introduce la secuencia nucleotidica,
construccion génica o vector en una célula de E. coli. Mas preferiblemente es
E. coli BL21. Preferiblemente, en la etapa (i’) se introduce la secuencia
nucleotidica, construccion génica o vector en una célula de levadura, una célula
de insecto o una célula de mamifero. Mas preferiblemente, la célula de
levadura es S. cerevisiae o Pichia pastoris (P. pastoris). Ejemplos de células de
insecto son las lineas SF9, SF21, High-5 o Mimic-SF9. Ejemplos de células de
mamifero son, pero sin limitarse, lineas de origen tumoral como las lineas Cos,
JEG3, NCI-H460, Jurkat, PC12.

La bacteria E. coli pertenece al Superreino Prokaryota, Reino Bacteria, Phylum
Proteobacteria, Clase Gammaproteobacteria, Orden Enterobacteriales, Familia

Enterobacteriaceae y Género Escherichia.

La levadura de cerveza S. cerevisiae es un hongo unicelular que pertenece al
Superreino Eukaryota, (grupo Metazoa/Fungi), Reino Fungi, Subreino Dikarya,
Phylum Ascomycota, Subphylum Saccharomycotina, Clase Saccharomyceles,
30 Orden  Saccharomycetales, Familia  Saccharomycetaceae 'y  Género

Saccharomyces.
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La levadura P. Pastoris es un hongo unicelular que pertenece al Superreino
Eukaryota, (grupo Metazoa/Fungi), Reino Fungi, Subreino Dikarya, Phylum

Ascomycota, Subphylum Saccharomycotina, Clase Saccharomycetes, Orden

10

15

20

25

30

Saccharomycetales, Familia Saccharomycetaceae y Género: Pichia.

En una realizacion preferida del segundo aspecto de la invencion, el cultivo del

paso (i) se hace en presencia de arabinosa.

En una realizacion preferida del segundo aspecto de la invencion, después de
la etapa (i) se lleva a cabo la siguiente etapa (j):

j. purificar la proteina producida en la etapa (i).

Preferiblemente, la etapa (j) comprende al menos tres subetapas:
j’. Lisar las células cultivadas en la etapa (i”).
j”. Unir la proteina del lisado obtenido en la etapa (j’) a un ligando
inmovilizado en un soporte soélido.

j”. Liberar la proteina de la etapa (j”’) de su unién al ligando de la etapa

(")

Preferiblemente, el ligando inmovilizado en un soporte sélido de la etapa (j’) es
glutation. Preferiblemente, el ligando inmovilizado en un soporte sélido de la
etapa (j”) es proteina A, proteina G o un i6n metalico, mas preferiblemente es
un ion metalico. Preferiblemente, el idn metalico es niquel (Il) (Ni) y/o cobalto
(I1). La unidn de la proteina al ligando puede ser también a través de un
anticuerpo anti-polihistidina y/o un anticuerpo anti-GST que se une a los
ligandos proteina A o proteina G inmovilizados en un soporte sdlido,
preferiblemente agarosa o sefarosa. Las etapas |’ y | pueden repetirse de
manera secuencial, de forma que pueden emplearse distintos ligandos
inmovilizados en un soporte soélido para la purificacion secuencial de la proteina

en distintas etapas.
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El término “lisar”, tal y como se emplea en la presente descripcion, se refiere a
la accidon de romper las paredes y/o membranas celulares para liberar el

contenido celular.

El soporte sélido en el que se inmoviliza el ligando puede ser, por ejemplo, pero
sin limitarse, una resina acrilica, bolas de agarosa o de sefarosa, virutas de
hierro (Fe), que se pueden presentar en suspension o en una columna, un

cartucho, una placa, un alambre que se puede imantar o un iman, entre otros.

En una realizacion preferida del segundo aspecto de la invencidn, la proteina
se libera de su unidon al ligando inmovilizado mediante al menos una de las
siguientes formas: un cambio en el pH, la adicion de ligando libre, la adicidén de
una molécula que desplace a la proteina mediante competicion por la unién al
ligando, el tratamiento con un agente reductor, el procesamiento con una
proteasa. Preferiblemente, la proteina se libera de su unidn al ligando
inmovilizado mediante la adicidn de un compuesto quimico, el procesamiento
con un agente reductor, el procesamiento con una proteasa, o un cambio de
pH. Preferiblemente, el compuesto quimico es imidazol, el agente reductor es
glutatién reducido, la proteasa se selecciona de la lista que comprende: Pre-
Scission, Enterokinasa, Trombina, Tev, HRV 3C, ULP1 y factor Xa. Mas
preferiblemente, la proteasa es Pre-Scission. También mas preferiblemente, la

proteasa es Enterokinasa.

En el caso de proteinas con al menos un marcador de polihistidina, pueden
unirse a ligandos de niquel (1) y/o cobalto (1) inmovilizados, y ser liberadas por
adicion de imidazol, o a anticuerpos anti-polihistidina unidos a proteina A o G

inmovilizada y ser liberados mediante un cambio de pH.

En el caso de proteinas con al menos un marcador de GST, pueden unirse a
un ligando de glutation inmovilizado y ser liberadas por adicion de glutation
reducido, o a anticuerpos anti-GST unidos a proteina A o G inmovilizada y ser

liberados mediante un cambio de pH.
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Un tercer aspecto de la invencidn se refiere a un kit que comprende la
secuencia nucleotidica, la construccion génica o el vector del primer aspecto de
la invencion para la expresion proteica y purificacion proteica. Preferiblemente,
el vector, denominado pTOP, contiene la secuencia nucleotidica SEQ ID NO: 1
0 una variante bioequivalente. Mas preferiblemente, el vector pTOP es la

secuencia nucleotidica SEQ ID NO: 1.

En una realizacion preferida del tercer aspecto de la invencion, el kit ademas
comprende las instrucciones para llevar a cabo el método del segundo aspecto

de la invencion.

En una realizacion preferida del tercer aspecto de la invencion, el kit ademas
comprende una proteasa. Preferiblemente, la proteasa es Pre-Scission.

Preferiblemente, la proteasa es Enterokinasa.

En una realizacion preferida del tercer aspecto de la invencion, el kit ademas
comprende una pareja de oligonucledtidos cebadores de reamplificacion directo
y reverso de entre 30 y 100 nuclettidos, donde la secuencia del cebador
directo coincide con el fragmento de SEQ ID NO: 1 cuyo extremo 3" es el
nucleétido en la posicion 1.093 de SEQ ID NO: 1 o el nucledtido en una
posicion de hasta 10 nucledtidos anterior, y donde la secuencia del cebador
reverso es complementaria a SEQ ID NO: 1 de manera que su extremo 3" es el
nucleétido complementario al nucle6tido en la posicion 1.094 de SEQ ID NO: 1

o el nucledtido en una posicion de hasta 10 nucleétidos posterior.

Los cebadores directo y reverso podrian ser SEQ ID NO: 20 y SEQ ID NO: 21,

respectivamente.
A lo largo de la descripcion vy las reivindicaciones la palabra "comprende” y sus

variantes no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos,

componentes 0 pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas
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y caracteristicas de la invencion se desprenderan en parte de la descripcion y
en parte de la practica de la invencion. Los siguientes ejemplos y dibujos se
proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende que sean limitativos de la

presente invencion.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Muestra el proceso de construccion del vector pTOP. Esquema
de las etapas para la obtencion de pTOP que solamente muestra la zona
codificadora con los marcadores y dianas especificas de proteasas, el resto de
la secuencia nucleotidica permanece inalterada durante todo el proceso. MD:
mutagénesis dirigida usando el Site-directed mutagenesis Kit (Stratagene). R:
clonacion clasica por restriccion. CiPCR: clonacion por PCR inversa de
clonaciéon. ATG: coddon de iniciacion (a); 10H: secuencia codificadora del
marcador de polihistidina (b) y (e); GST: secuencia codificadora del marcador
de Glutation-S-transferasa (c); PS: secuencia diana de reconocimiento y corte
por la proteasa PreScission (d); EK: secuencia diana de reconocimiento y corte

*x__ HH

por la proteasa Enterokinasa (f); . sitio de insercion de la secuencia de

interés a clonar; TAA: coddn de terminacidn de la traduccion (g).

Figura 2. Muestra el mapa del vector pTOP circular. Se muestra el sitio de
insercion de la secuencia de interés a clonar y un detalle de los marcadores y

elementos de fusion a la secuencia del gen de interés, asi como su orden.

Figura 3. Muestra las tres posibles proteinas que se pueden obtener
usando pTOP para su expresion y purificacion. A: Proteina de interés
fusionada a los tres marcadores y a las dos dianas de reconocimiento por
proteasas especificas. B: Proteina de interés fusionada a un marcador y a la
diana de reconocimiento por la proteasa Enterokinasa. C: Proteina de interés

sin aminoacidos extra.
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Figura 4. Muestra la obtencion de la proteina PCBP1. A. Western blot
mostrando la puesta a punto de la induccion con arabinosa de la expresion de
PCBP1 en el cultivo de E. coli BL21 que contiene la construccion génica pTOP-
PCBP1. Las condiciones 6ptimas de expresion de PCBP1 se obtienen a las 3
horas de induccion con arabinosa. B. Obtencion de la proteina recombinante
PCBP1 fusionada a los marcadores correspondientes, pura en disolucion o
inmovilizada en bolas de glutation o de Ni. Carril 1: 10His-GST-10His-PCBP1
en disolucién, carril M: marcador de peso molecular, carril 2 10His-PCBP1 en

disolucion, carril 3:10His-GST-10His-PCBP1 inmovilizada en bolas de glutation.

EJEMPLOS

A continuacidon se ilustrara la invencidn mediante varios ejemplos que
describen las etapas para la construccion de pTOP y unos ensayos realizados
por los inventores, que ponen de manifiesto la especificidad y efectividad del
vector de expresion de la invencion pTOP y del método asociado a dicho

vector.

EJEMPLO 1: Construccion del vector de expresion pTOP.

El vector pTOP se construyd en cuatro etapas (Figura 1) a partir del plasmido
pPreTOP1-Tfam (SEQ ID NO: 2), donde el gen Tfam clonado en pPreTOP1 va
desde el nucledtido 365 al nucledtido 973 de SEQ ID NO: 2.

Etapa 1. Cambio de la secuencia de reconocimiento del enzima de
restriccion BamHI en la posicion 359-364 del plasmido pPreTOP1-Tfam
(SEQ ID NO: 2) por la del enzima de restriccion Bgl Il para obtener el
plasmido pPreTOP2-Tfam (SEQ ID NO: 3).

Se llevd a cabo por mutagénesis dirigida mediante PCR en un volumen total de

50 ul usando el QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene). Se

prepard la mezcla de reaccion en frio siguiendo las instrucciones del proveedor
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mediante la adicion de 5 pl de tampon 10X, 1 ul de dNTPs
(desoxirribonucledtidos trifosfato), 125 ng de cada uno de los cebadores, 2,5 U
de la polimerasa de ADN Pfu Turbo, 69 ng del plasmido pPreTOP1-Tfam y 37
pl de agua bidestilada estéril para completar los 50 ul totales del volumen de

reaccion.

El programa del termociclador PTC-200 (MJ Research) consistid en 1 ciclo a 95
°C durante 30 segundos, seguido de 12 ciclos compuestos de tres etapas, a 95
°C durante 30 segundos, a 55 °C durante 1 minuto, y a 68 °C durante 5
minutos. Tras enfriamiento en hielo durante 2 minutos se traté con 2 U de Dpnl
durante 2 horas a 37 °C. Seguidamente, 2 pl de la mezcla de reaccion se
usaron para transformar 50 pl de células competentes E. coli TOP10
(proporcionadas con el kit) por choque térmico. Después de 1 hora en agitacion
orbital a 200 rpm y 37 °C en un incubador-agitador se sembraron en una placa

de LB-agar con ampicilina (100 pg/ml).

Tras 24 horas de incubacion a 37 °C, se inocularon dos de las colonias en un
cultivo de 5 ml de medio LB con ampicilina (100 pg/ml) y se mantuvieron a 37
°C y 200 rpm durante 16 horas. Tras su enfriamiento en un bafio de hielo, se
extrajeron y purificaron sendos plasmidos, que se eluyeron en 50 pl de agua
bidestilada estéril y se visualizaron en un gel de agarosa al 1% y tincion con
bromuro de etidio (0,5 pg/ml). Posteriormente, se prepararon dos reacciones de
10 pl de volumen total con cada uno de los plasmidos, respectivamente, para
corte con el enzima de restriccion Bgl Il (Roche), segun las instrucciones del
proveedor. Se mantuvo a 37 °C en un temobloque durante 1 hora y tras
desactivacion del enzima durante 20 minutos a 65 °C en un termobloque, los
productos fueron analizados en un gel de agarosa al 1% en tampon TAE
conteniendo 0,5 pg/ml de bromuro de etidio. Como marcador de peso
molecular se utiliz6 el 100 bp DNA Ladder (GeneCraft). Los productos se
visualizaron y fotografiaron en el sistema de documentacion de geles Bio-Vision
con el sofware Vision-CAPT. Finalmente se secuencid uno de los dos

plasmidos con el kit Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
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Biosystems) y los electroferograms se obtuvieron en el servicio de
secuenciacion de la Universidad de Santiago de Compostela con el aparato
3730xlI DNA Analyzer de Applied Biosystems™. Los electroferogramas fueron
visualizados con el programa Chromas Lite (Copyright © 2005 Technelysium

Pty Ltd), que confirmaron la obtencion del plasmido pPreTOP2-Tfam.

Etapa 2. Introduccién simultanea de la secuencia de reconocimiento de la
proteasa Pre-Scission y de la secuencia de reconocimiento del enzima de
restriccion Nhel en el plasmido pPreTOP2-Tfam (SEQ ID NO: 3) para
obtener el plasmido pPreTOP3-Tfam (SEQ ID NO: 6).

La clonacidon del inserto en el vector se realiz6 por el método de restriccion
mediante corte con los enzimas de restriccion Bgl Il (Roche) y Pvull (New

England Biolabs) y ligamiento con la T4 DNA ligasa (Promega).

Obtencién del inserto

Primero se disefaron los cebadores adecuadamente para llevar a cabo la
amplificacion del inserto por PCR. El cebador directo (SEQ ID NO: 4), 5'-ttt-
agatct-ctggaagttctgttccaggggccce-gctage-ttttccagcatgggtageta-3° fue dotado de
una secuencia extra en el extremo 5 que contenia la secuencia diana para el
enzima de restriccion Bgl I, entre las posiciones 5-10 de SEQ ID NO: 4,
seguida de la secuencia diana de la proteasa Pre-Scission, entre las posiciones
11-34 de SEQ ID NO: 4, y de la secuencia diana para el enzima de restriccion
Nhel, entre las posiciones 35-40 de SEQ ID NO: 4, y en su extremo 3" se
incluyd la secuencia para la hibridacion con el ADN a amplificar. La secuencia
del cebador inverso (SEQ ID NO: 5), 5’-catacccat-cagctg-acttggagttag-3°
hibrida en su totalidad con la correspondiente secuencia del molde, que ya
contenia la secuencia para el enzima de restriccion Pvull, y que ocupa las
posiciones 10-15 de SEQ ID NO: 5.
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Para un volumen total de 80 ul de mezcla de reaccidén se afiadieron en frio 16
ul de tampdén 5x PrimeSTAR, cebador directo e inverso 0,2 yM cada uno,
mezcla de dNTPs 0,2 mM cada uno, 200 ng del molde pPreTOP2-Tfam (SEQ
ID NO: 3), 0,8 pl de polimerasa PrimeSTAR™ HS DNA (Takara) y agua

bidestilada estéril hasta completar el volumen total.

El programa de amplificacion en un termociclador PTC-200 consistié en 1 ciclo
a 95 °C durante 5 minutos, seguido de 30 ciclos compuestos de tres etapas, a
95 °C durante 30 segundos, a 60 °C durante 30 segundos y a 72 °C durante 1
minuto, y un ciclo final a 72 °C durante 10 minutos. A continuacion, se

analizaron los productos en un gel de agarosa al 1%.

Tras purificacion mediante corte y extraccion de la banda de un gel preparativo
de agarosa usando el kit High Pure PCR Product Purification (Roche), y elucion
con agua bidestilada estéril, se procedié a la cuantificacidon del fragmento
amplificado por espectrofotometria en el Nanodrop 2000C. Dos ug del amplicon
puro se mezclaron en frio con 4 ul de tampoén 10x, 0,4 pyl de BSA 100x y 0,5 pl
de cada enzima de restriccion Bgl || (NEB) y Pvull (NEB) y agua bidestilada
estéril hasta 40 ul de volumen total, y se incubaron a 37 °C toda la noche en un
termobloque. Los productos se analizaron y purificaron de nuevo por el mismo

procedimiento, se cuantificaron y se almacenaron a -20 °C.

Obtencién del vector lineal

Tres pg del plasmido pPreTOP2-Tfam (SEQ ID NO: 3) circular puro se
mezclaron en frio con 4 ul de tampon 10x, 0,4 ul de BSA 100x y 0,5 ul de cada
enzima de restriccion Bgl || (NEB) y Pvull (NEB) y agua bidestilada estéril hasta
40 ul de volumen total y se incubaron a 37 °C toda la noche. Los productos se
extrajeron de la banda de un gel preparativo de agarosa, se purificaron
siguiendo el mismo protocolo que para la purificacion del inserto y tras la

cuantificacion se almacenaron a -20 °C.
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Clonacion del inserto

Trescientos ng del inserto cortado se mezclaron con 30 ng del vector
pPrepTOP2-Tfam (SEQ ID NO: 3) lineal, 2 pl de tampdn 10x y 1 ul de T4 DNA
ligasa (NEB) y agua bidestilada estéril hasta completar 20 ul. La mezcla se
incubd a 16 °C toda la noche en un termociclador dentro de una camara fria.
Noventa ul de bacterias E. coli DH50 quimicamente competentes se
transformaron con 10 ul del producto de ligamiento y se sembraron en una
placa de LB-agar ampicilina (100 pg/ml). Después de 24 horas se analizaron 23
colonias mediante PCR de las cuales 21 resultaron positivas. Se extrajo el
plasmido de 5 ml de cultivo liquido de 2 clones con el kit GeneElute™ Plasmid
Miniprep (Sigma) y tras la cuantificacion por espectrofotometria se comprobo la
presencia del inserto por corte con el enzima de restriccion Nhel (NEB)
siguiendo las instrucciones del proveedor. La correcta insercion del inserto en
el plasmido pPreTOP2-Tfam (SEQ ID NO: 3) se realizd mediante
secuenciacion directa del plasmido de uno de los clones positivos,
corroborandose la obtencion del plasmido pPreTOP3-Tfam (SEQ ID NO: 6).

Etapa 3. Introduccion de la secuencia codificadora de Glutation S-
transferasa (GST) en el plasmido pPreTOP3-Tfam (SEQ ID NO: 6) para

obtener el plasmido pPreTOP4-Tfam (SEQ ID NO: 9)

La insercion de la secuencia codificadora de GST se realizé por CiPCR como

método de clonacion.

Amplificacion del inserto

Para la amplificacion de la secuencia de GST se utiliz6 como molde el vector
pGEX-6P-1 (GE Healthcare). La zona codificadora para GST se extiende desde
la posicion +261 a la +917 vy, si se incluye la secuencia codificadora de la diana
de la proteasa Pre-Scission, abarca hasta la posicion 941 y suma un total de

680 pares de bases, las cuales fueron amplificadas.
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La PCR se realizé en un volumen final de 50 yl que contenia 10 ul de tampdn
PrimeSTAR 5X, mezcla de dNTPs 0,2 mM cada uno, 0,2 uM de cada uno de
los oligonuclettidos cebadores, 50 pg de plasmido pGEX-6P-1 y 1,25 U de la
polimerasa PrimeSTAR™ HS DNA (Takara). Los oligonucleétidos cebadores
se disefiaron con la ayuda del programa Primer Express 2.0.0 (Applied
Biosystems), teniendo en cuenta la secuencia de la region del molde pGEX-6p-
1 de donde se amplificd el inserto (nucledtidos 22-35 de SEQ ID NO: 7) y la de
la region del vector pPreTOP3-Tfam (SEQ ID NO: 6) donde se clond el inserto
(nucledtidos 1-21 de SEQ ID NO: 7). La secuencia del cebador directo fue
(SEQ ID NO: 7). 5 -catcatcatggcggcagatct-tcccctatactagg-3™ y la del inverso
(SEQ ID NO: 8) 5"-aaagctagc-gggcccctggaacagaacttc -3°, que incluia la
secuencia codificadora de la diana de la proteasa Pre-Scission (nucledtidos 1-9
de SEQ ID NO: 8). En todas las reacciones se usdé como diluyente agua
bidestilada estéril. Las condiciones de amplificacion en el termociclador PTC-
200 consistieron en 1 ciclo de desnaturalizacion a 94 °C durante 30 segundos;
40 ciclos compuestos de tres etapas, a 98 °C durante 10 segundos, a 54 °C
durante 30 segundos, y a 72 °C durante 45 segundos, y 1 ciclo final a 72 °C
durante 10 minutos. Los productos de la PCR se sometieron a electroforesis en
un gel de agarosa al 1%. La banda correcta se corté con una hoja de bisturi y
los fragmentos de ADN se extrajeron y purificaron con el High Pure PCR
Product Purification Kit (Roche) siguiendo el protocolo recomendado por el
proveedor, y se eluyeron con agua bidestilada estéril. A continuacion, se
cuantificaron por espectrofotometria en el NanoDrop 2000C y se almacenaron

a -20 °C hasta su utilizacion.

CiPCR para la insercion de la secuencia codificadora de GST

La CiPCR se realiz6 en un termociclador PTC-200 en un volumen final de 25 pl
gue contenia 5 pl de tampdn PrimeSTAR 5X, mezcla de dNTPs 0,2 mM cada
uno, 250 ng del amplicon de PCR obtenido en el apartado anterior (cuyas

secuencias actuaron de cebadores (por el extremo 3°), y terminadores de la
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elongacion (por el extremo 5°) mediante la doble hibridacion de sus dos
extremos con las correspondientes secuencias del vector en el lugar
seleccionado para clonar el inserto), 100 ng de plasmido pPreTOP3-Tfam (SEQ
ID NO: 6) y 1,25 U de polimerasa PrimeSTAR™ HS DNA (Takara). Las
condiciones de amplificacion de la CiPCR fueron: 1 ciclo de desnaturalizacion a
95 °C durante 5 minutos, 5 ciclos compuestos de cuatro etapas, a 95 °C
durante 1 minuto, a 81 °C durante 30 segundos, a 65 °C durante 30 segundos,
y a 72 °C durante 6 minutos, 1 ciclo de cuatro etapas, a 98 °C durante 30
segundos, a 81 °C durante 20 segundos, a 65 °C durante 20 segundos y a 72
°C durante 6 minutos. Seguidamente, otros 10 ciclos compuestos de cuatro
etapas, a 98 °C durante 20 segundos, a 81 °C durante 15 segundos, a 65 °C
durante 15 segundos y a 72 °C durante 6 minutos. Finalmente, 1 ciclo de
extension a 72 °C durante 15 minutos. Tras enfriamiento en hielo, el producto
de PCR se traté con 2 U del enzima Dpnl (Fermentas) durante 6 horas a 37 °C,
seguido de desnaturalizaciéon por calentamiento, y tras renaturalizacion por
enfriamiento se precipitaron los productos con acetato sodico/etanol, se
secaron al aire, se diluyeron en 6 ul de agua bidestilada estéril, que se usaron
para transformar por choque térmico 60 pl de células quimicamente
competentes E. coli TG-1. Tras el sembrado de las bacterias transformadas en
placas de LB-agar conteniendo ampicilina (100 pg/ml), se incubaron durante 24
horas. Las colonias obtenidas se analizaron por PCR, y los productos de PCR
se visualizaron en geles de agarosa al 1% en tampdn TAE. Dos de las colonias
positivas se sembraron en LB liquido conteniendo ampicilina (100 ug/ml) y se
crecieron durante 16 horas. El cultivo se enfrid en hielo, se precipitaron las
células por centrifugacion a 3.000 x g durante 20 minutos, se decantd el
sobrenadante y se extrajo el plasmido del precipitado con el kit de purificacion
de plasmidos GenElute (Sigma), siguiendo las instrucciones del proveedor. Se
volvid a confirmar la presencia del inserto en los plasmidos por PCR y éstos se
introdujeron en células quimicamene competentes E. coli BL21 mediante
transformacion por choque térmico. Se seleccionaron dos colonias, que se
crecieron en cultivo liquido de LB conteniendo ampicilina (100 ug/ml) durante

16 horas. A una aliquota de 0,5 ml del cultivo liquido de cada una de las dos
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colonias se le afadid un 25% de glicerol estéril y se almacenaron las dos a -80
°C. Del resto del cultivo se extrajeron de nuevo los dos plasmidos para el
analisis y corroboracion de las secuencias por secuenciacion directa del
plasmido, que correspondieron a las esperadas para el plasmido pPreTOP4-
Tfam (SEQ ID NO: 9).

Etapa 4. Introduccion del epitopo 10 histidinas y la secuencia diana de
reconocimiento por la proteasa Enterokinasa en el plasmido pPreTOP4-
Tfam (SEQ ID NO: 9) para obtener el plasmido pTOP-Tfam (SEQ ID NO:
19).

La insercion del epitopo 10 histidinas (10His 6 10H) y la secuencia codificadora
de la diana de corte con Enterokinasa (EK) se llevd a cabo directamente por
CiPCR con los cebadores: cebador directo, (SEQ ID NO: 10) 5'-
gaagttctgttccaggggccc-catcaccatcaccatcaccatcaccatcac-gatgacgatgaca

ag-ttttccagcatgggtagctatcca-3’, que contiene la secuencia codificadora de las
10 His, entre los nucledtidos 22-51, la de la diana de EK, entre los nucledtidos
52-64, la secuencia del extremos 5°, entre los nucledtidos 1-21, es la sefal de
terminacion de la elongacion por la polimerasa y la del extremo 3" es la
secuencia de hibridaciéon con el molde pPreTOP4-Tfam (SEQ ID NO: 9); el
cebador inverso (SEQ ID NO: 11) <con la secuencia 5'-
aaagctagcgggceccctggaacagaacttc-3°, hibrida en su totalidad con la zona
codificadora de la diana de la proteasa Pre-Scission del molde y del inserto. El
volumen final de la mezcla de CiPCR fue de 25 ul y contenia 5 ul de tampdn
5X, mezcla de dNTPs 0,2 mM cada uno, 0,2 uM de cada uno de los cebadores,
100 ng de plasmido pPreTOP4-Tfam y 1,25 U de polimerasa PrimeSTAR™ HS
DNA (Takara). En todas las reacciones se usdé como diluyente agua bidestilada
estéril. El programa de amplificacion en el termociclador PTC-200 consistié en
1 ciclo de desnaturalizacion a 95 °C durante 5 minutos, 5 ciclos de
amplificacion compuestos de tres etapas, a 95 °C durante 1 minuto, a 70 °C
durante 30 segundos, a 72 °C durante 7 minutos. Un ciclo compuesto de tres

etapas, a 98 °C durante 30 segundos, a 70 °C durante 20 segundos y a 72 °C
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durante 7 minutos. Continu6 con 10 ciclos compuestos de tres etapas, a 98 °C
durante 20 segundos, a 70 °C durante 15 segundos y a 72 °C durante 7
minutos y, por ultimo, un ciclo final a 72 °C durante 15 minutos. Tras
enfriamiento en hielo, el producto de PCR se traté con 2 U de Dpnl (Fermentas)
durante 6 horas a 37 °C, seguido de precipitacion con acetato sodico/etanol.
Tras centrifugacion de las muestras en frio a velocidad maxima durante 20
minutos, se descart6 el sobrenadante y el precipitado obtenido se lavo 2 veces
con 100 pl de etanol al 70% seguido de centrifugacion en frio a velocidad
maxima durante 20 minutos. Tras el secado completo del precipitado al aire,
dicho precipitado se disolvié en 5 ul de agua bidestilada estéril. Con el producto
se procedid a la transformacion de 60 pl de células quimicamente competentes
E. coli TG-1 por choque térmico. Se sembro el cultivo en una placa de agar-
chocolate (Becton-Dickinson) con ampicilina (200 ug/ml) y se incub6 a 37 °C

durante 24 horas.

Las colonias obtenidas fueron analizadas por PCR con los cebadores (SEQ ID
NO: 12) 5’-ctaggctggaagttctgttccaggggcecg-3° e inverso (SEQ ID NO: 13) 5°-
ttttgaattc-ctctttatacttgctcacagcttcttt, y los productos de PCR se analizaron en
geles de agarosa al 1% en tampdn TAE. Las colonias de nuestro interés fueron
las negativas y éstas fueron preseleccionadas para un segundo analisis
también por PCR con los cebadores directo (SEQ ID NO: 14) 5'-
gaccaaagccatgacaaaaacg-3° e inverso (SEQ ID NO: 15) 5'-
tcgacggcgctattcagatc-3°. En este caso, los amplicones de las colonias positivas
del tamafo correcto (1.670 pares de bases) fueron cortados con Nhel
siguiendo las instrucciones del proveedor (NEB). Los plasmidos correctos eran
aquellos que no se digerian con Nhel. Dos de las colonias correspondientes a
amplicones que no se cortaron con Nhel se sembraron en LB liquido y se
crecieron durante 16 horas a 37 °C con agitacion orbital a 200 rpm. Los cultivos
se enfriaron en hielo, se precipitaron las células por centrifugacion a 3.000 x g
durante 20 minutos, se decantdé el sobrenadante y se extrajeron los dos
plasmidos contenidos en los precipitados con el kit de purificacion de plasmidos

GenElute™ Plasmid Miniprep (Sigma) siguiendo las instrucciones del

31


PC054
Nota adhesiva
None definida por PC054

PC054
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC054

PC054
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC054

PC054
Nota adhesiva
None definida por PC054

PC054
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC054

PC054
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC054


10

15

20

25

30

ES 2 387280 Bl

proveedor. Se volvid a confirmar la presencia del inserto en sendos plasmidos
por PCR, y se introdujeron en células quimicamente competentes E. coli BL21
mediante transformacion por choque térmico igual que anteriormente. Se
seleccionaron dos colonias de una de las placas, se crecieron en cultivo liquido
de LB conteniendo ampicilina (100 pg/mL), se extrajo de nuevo el plasmido y a
una alicuota del cultivo liquido de cada colonia se le afiadié un 25% de glicerol
estéril y se almacenaron a -80 °C. Los plasmidos extraidos se purificaron y se
secuenciaron, corroborandose la secuencia esperada para el plasmido pTOP-
Tfam (SEQ ID NO: 19). En SEQ ID NO: 19, el codon de iniciacion comprende
los nucledtidos 320-322, la secuencia que codifica para el primer marcador de
polihistidina comprende los nucledtidos 326-355, la secuencia que codifica para
el segundo marcador GST comprende los nucleotidos 356-1.024, la secuencia
que codifica para la diana de la proteasa Pre-Scission comprende los
nucledtidos 1.025-1.048, la secuencia que codifica para el tercer marcador de
polihistidina comprende los nucledtidos 1.049- 1.078 y la secuencia que
codifica para la diana de la proteasa Enterokinasa comprende los nucleétidos
1.079-1.093.

EJEMPLO 2: Clonacion en pTOP de una proteina recombinante por
CiPCR: Obtencion de PCBP1 (poly-C-binding protein 1) recombinante

Clonacion de PCBP1 en pTOP

PCBP1 se amplific6 de un ADN complementario (cDNA) obtenido por
retrotranscripcion con la retrotranscriptasa M-MLV (Invitrogen) a partir de ARN
mensajero de linfocitos de sangre extraido mediante trizol (Invitrogen). Los
cebadores para la PCR, fueron el cebador directo (SEQ ID NO: 16) 5'-
cacgatgacgatgacaag-gatgccggtgtgactgaa-3° y el cebador inverso (SEQ ID NO:
17) 5’-atgacaactccgtcttcc-ctagetgcaccccat-3°, disefiados en base a la
secuencia del cDNA del transcrito PCBP1-001 ENST00000303577, cuya region
codificadora contiene 1.071 pares de bases, segun la base de datos Ensembl.

Los extremos 3° de los oligonucledtidos cebadores (nucleétidos 19-36 de SEQ

32


PC054
Nota adhesiva
None definida por PC054

PC054
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC054

PC054
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC054

PC054
Nota adhesiva
None definida por PC054

PC054
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC054

PC054
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC054


10

15

20

25

30

ES 2 387280 Bl

ID NO: 16 y nucledtidos 19-35 de SEQ ID NO: 17) corresponden a la secuencia
complementaria al sitio de hibridacion con PCBP1. El amplicon resultante es de
1.104 pares de bases, que corresponde a la secuencia del cDNA de PCBP1
desde la posicion 294 a la 1.362 (1.068 pares de bases, quedando excluido el
ATG de iniciacidon). Las secuencias de los extremos 5°, (nucledtidos 1-18 de
SEQ ID NO: 16 y nucledtidos 1-18 de SEQ ID NO: 17) y sus complemenarias
de los extremos 3" del amplicon de 1.104 pares de bases, hibridan con el

vector pTOP en los sitios w_

La PCR de amplificacion de PCBP1 (inserto) se realiz6 en un volumen final de
50 pl que contenia 10 pl de tampdn PrimeSTAR 5X, mezcla de dNTPs 0,2 mM
cada uno, 0,2 uM de cada uno de los cebadores, 50 ng de cDNA y 1,25 U de
PrimeSTAR HS DNA polimerasa (Takara) y como diluyente agua bidestilada
estéril. La amplificacion se llevé a cabo en el termociclador PTC-200 con el
programa de 1 ciclo de desnaturalizacion a 94 °C durante 30 segundos; 40
ciclos compuestos de tres etapas, a 98 °C durante 10 segundos, a 60 °C
durante 30 segundos, y a 72 °C durante 75 segundos y 1 ciclo final a 72 °C
durante 10 minutos, para obtener el amplicdn de 1.104 pares de bases, que fue
analizado en un gel de agarosa al 1% en tampdn TAE conteniendo bromuro de
etidio (0,5 pl/ml en TBE) y comparandolo con el marcador de peso molecular de
ADN de 1Kb de GeneCraft. Se visualizé con luz UV y fotografié en el aparato
de documentacion de geles Bio-Vision. Tras corte de la banda con una hoja de
bisturi y purificacion de los productos con el kit de purificacidon de productos de
PCR (Roche), se eluyeron con agua bidestilada estéril y se almacenaron a -20

°C hasta su utilizacion en la CiPCR.

En la CiPCR las secuencias de cada uno de los extremos 5" y 3" de cada una
de las cadenas de los amplicones de 1.104 pares de bases anterior hibridaron
con cada una de las dos secuencias complementarias de los sitios **---**
correspondientes de cada cadena del vector donde se clon6 PCBP1 (SEQ ID
NO: 19), siendo por lo tanto, las de los extremos 3" (complementarias de las

partes correspondientes de cada uno de los extremos 5° de los oligonucle6tidos
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cebadores directo e inverso de la primera PCR), las que actuaron de cebadores
en la CiPCR, y las secuencias de los extremos 5" (aportadas directamente por
los oligonucledtidos cebadores a los amplicones de 1.104 pares de bases de la
primera PCR) como sefales de terminacion de la elongacion. Para la CiPCR se
preparé una mezcla de 25 ul que contenia 5 pl de tampon PrimeSTAR 5X,
mezcla de dNTPs 0,2 mM cada uno, 250 ng del amplicon de PCBP1, 100 ng de
plasmido pTOP-Tfam y 1,25 U de PrimeSTAR HS DNA polimerasa (Takara).
Las condiciones de amplificacion en el termociclador PTC200 fueron 1 ciclo de
desnaturalizacion a 95 °C durante 5 minutos, 5 ciclos compuestos de cuatro
etapas, a 95 °C durante 1 minuto, a 65 °C durante 30 segundos, a 52 °C
durante 30 segundos, y a 72 °C durante 7,5 minutos, 1 ciclo compuesto de
cuatro etapas, a 98 °C durante 30 segundos, a 65 °C durante 20 segundos, a
52 °C durante 20 segundos y a 72 °C durante 7,5 minutos, seguido de 10 ciclos
compuestos de tres etapas, a 98 °C durante 20 segundos, a 80 °C durante 15
segundos y a 72 °C durante 7,5 minutos; y 1 ciclo final a 72 °C durante 15
minutos. Los productos de la CiPCR se trataron con 2 unidades de Dpnl
durante 6 horas a 37 °C. Después de desactivar el enzima durante 20 minutos
a 80 °C, los productos se precipitaron con acetato soédico/etanol, se
resuspendieron en 5 ul de agua bidestilada estéril, y se transformaron en E. coli
TG1 para el analisis y seleccidon de clones positivos por PCR. A continuacion,
dos de los clones positivos se crecieron en 5 ml de medio liquido LB con
ampicilina (100 ug/ml) y se extrajeron sendos plasmidos. Se comprob6 de
nuevo la presencia del inserto por PCR y una alicuota de cada uno se
transformo en la cepa E. coli BL21. Se obtuvo un cultivo de 5 ml de cada una,
del que 0,5 ml se usaron para preparar las cepas con glicerol y almacenarlas a
-80 °C como fuente de bacterias para futuros cultivos. Del resto del volumen de
cultivo se extrajeron de nuevo los plasmidos, se comprobé la presencia del
inserto por PCR y uno de los plasmidos pTOP-PCBP1 (SEQ ID NO: 18) se
secuencid para corroborar que el sitio de insercion y la secuencia del gen
PCBP1 y las del resto de las regiones codificadoras de las etiquetas y dianas

eran correctos.
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EJEMPLO 3: Optimizacion de las condiciones de induccion del plasmido
pTOP-PCBP1 y obtencion y purificacion de PCBP1 recombinante

fusionada con distintos elementos:

3.1- Fusionada con las dos etiquetas de polihistidinas y la de Glutation S-

Transferasa (10His-GST-10His-PCBP1) inmovilizada o en disoluciéon

3.2- Cortada con la proteasa Pre-Scission para obtener PCBP1 fusionada
con la etiqueta de 10His (10His-PCBP1)

Optimizacion de las condiciones de induccién de la expresion de PCBP1 en el

plasmido pTOP

Para la optimizacion de las condiciones de induccion de la expresion de PCBP1
en el plasmido pTOP se usaron las cepas de reserva de bacterias E. coli BL21
con el plasmido pTOP-PCBP1 (SEQ ID NO: 18) que estaban almacenadas en
LB-glicerol a -80 °C. Se sembré una alicuota en una placa de LB-agar
ampicilina (100 pug/ml). Una de las colonias de la placa se us6 en fresco para
inocular 5 ml de LB en un tubo de 25 ml de capacidad que se dejo crecer
durante 6 horas a 37 °C con agitacion. Este cultivo fresco se usé para inocular
un matraz conteniendo 100 ml de LB con ampicilina (100 ug/ml). Se dejé crecer
hasta que alcanzé una densidad aproximada de 0,4 unidades de densidad
Optica, medida en un espectrofotometro Biomate3 (Thermo Scientific) a una
longitud de onda de 600 nm. Seguidamente, se indujo la expresion de PCBP1
por adicion de un 0,2% de arabinosa (de una disolucidn estéril al 20% en agua
bidestilada). Se recogieron alicuotas de 1 ml del cultivo cada hora en cubetas
de plastico para espectrofotometria de 1ml, hasta transcurridas 6 horas de
induccion. Se midieron sus densidades Opticas a medida que se recogieron y, a
continuacion, se trasvasaron los contenidos a los tubos correspondientes, que
se enfriaron en un bafio de hielo, se centrifugaron a velocidad maxima durante
1 minuto y los precipitados se almacenaron a -80 °C. Una vez terminado el

proceso, los precipitados se pasaron del congelador a un baio de hielo y se
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resuspendieron en el volumen de tampdn de lisis (50 mM Tris-CIH pH 7.9, 0.5M
NaCl, 1mM leupeptina, 1mM PMSF y 1mM aprotinina) correspondiente, de
manera que todos llevaran la misma concentracion de bacterias que la muestra
a tiempo 0 de induccion. A continuacion, estas suspensiones celulares se
sonicaron en el aparato de ultrasonidos Ultrasonic Homogenizer al 50% de su
capacidad durante 4 segundos 4 veces con enfriamientos de 5 segundos en
hielo y seguidamente se sometieron a tres etapas de congelacion (rapida en
hielo seco) y descongelacion en hielo. Tras centrifugacion en frio a 15.000 x g
durante 20 minutos, se separaron los sobrenadantes de los precipitados v,
después de la incubacion de una alicuota igual de cada uno de los
sobrenadantes con tampoén de carga a 95 °C durante 2 minutos, las aliquotas
se depositaron en pocillos de minigeles de poliacrilamida SDS-PAGE del 12%
(37,5:1 acrilamida:bisacrilamida, Bio-Rad) de 0,75 mm de grosor, 9 cm de
ancho y 7 cm de alto (Mini-PROTEAN 3, Bio-Rad). Finalizada la separacion de
las bandas de proteinas mediante electroforesis, éstas se transfirieron a
membranas de PVDF previamente activadas con metanol. La transferencia se
realizo en disolucion con el equipo de transferencia Mini Trans-Blot® (Bio-Rad)
durante 2 horas a 60 v en frio y a continuacidon se procedidé con el analisis de
las proteinas por Western blot. Para ello, las membranas se lavaron con PBS
conteniendo 0,05% de Tween-20 (Sigma) y se dejaron bloqueando toda la
noche a 4° C en PBS conteniendo 0,05% de Tween-20 y 10% de leche
desnatada en polvo. Al dia siguiente se lavaron 3 veces con PBS conteniendo
0,05% de Tween-20 y se incubaron con 5 ml de una dilucién 1:2.500 del
anticuerpo monoclonal de raton anti-GST (Santa Cruz Biotechnology) durante 1
hora a temperatura ambiente. A continuacion, se lavd la membrana 3 veces
con PBS conteniendo 0,05% de Tween-20 y se procedié a incubar la
membrana con 5 ml de una dilucién 1:5.000 del anticuerpo secundario anti-
ratdbn conjugado con peroxidasa de rabano (HRP) (Amersham) durante 1 hora
en agitacion orbital lenta a temperatura ambiente. Tras 3 lavados con PBS
conteniendo 0,05% de Tween-20, se procedid al revelado de las membranas
mediante un ensayo de quimioluminiscencia. Para ello, se utiliz6 como sustrato

una solucién de Lumigen™ PS-3 (Amersham), siguiendo las recomendaciones
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del proveedor. La membrana se incub6 durante 1 minuto con el sustrato y a
continuacion se realiz6 al exposicion consecutiva de varias peliculas
radiograficas (Hyperfilm ECL, Amersham) en oscuridad, la primera durante 1
minuto en el aparato automatico Curix Compact Plus, Agfa, que tras revelado
permitié hacer un calculo aproximado del tiempo de exposicidon necesario para
obtener la sefal con la intensidad satisfactoria. Las siguientes peliculas se
expusieron inmediatamente después de haber hecho el calculo del tiempo
necesario de exposicion. El resultado se muestra en el Western blot de la
Figura 4A.

A continuacion, se procedio al escalado del proceso para obtener PCBP1 en
las cantidades requeridas para cada tipo de ensayo. Se inocul6 1 litro de LB
conteniendo 100 ug/ml de ampicilina con 50 ml de un cultivo previo inoculado
con las bacterias correspondientes de la reserva de cepas en glicerol a -80 °C
sembradas previamente en una placa de LB-agar ampicilina (100 ug/ml). Este
cultivo se incubé a 37 °C y 200 rpm hasta alcanzar una turbidez de 0,4
unidades de densidad dptica a 600 nm de longitud de onda. Se le afadié un
0,2% de arabinosa y se mantuvo en cultivo durante 3 horas (tal como se
deduce del experimento de puesta a punto, véase la Figura 4A).
Seguidamente, el cultivo se enfri6 en hielo, se trasvasdé a los frascos
correspondientes y se centrifugd a 3.000 x g durante 20 minutos en frio. Los
precipitados se resuspendieron en 10 ml de tampdn de lisis y se sonicaron en
un aparato Ultrasonic Homogenizer al 50% de su capacidad durante 10
segundos, 10 veces con intervalos de enfriamiento de 30 segundos en hielo.
Tras tres ciclos de congelacion-descongelacidon en hielo seco y hielo se
centrifugd en frio a 15.000 x g durante 20 minutos. El sobrenadante se incubd
con 200 ul de bolas de Ni-NTA (Invitrogen), lavadas previamente 3 veces con 1
ml de PBS durante 2 horas en frio y agitacion orbital lenta. Tras centrifugacion
y decantado del sobrenadante se hicieron dos lavados del precipitado con
tampon de lisis conteniendo un 1% de triton X-100 (Sigma) mediante
incubacion de 5 minutos con agitacion orbital lenta en frio, otros dos con

tampdn de lisis, y otros dos con tampdn de lisis conteniendo 50 mM de
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imidazol. Las centrifugaciones entre lavados se hicieron en frio a 2.000 x g
durante 2 minutos. Seguidamente, se le afadieron 200 ul de tampon de lisis
conteniendo 1M de imidazol, se agitd durante 5 minutos en frio y agitacion
rotatoria lenta para su elucién de las bolas. Tras una nueva centrifugacion, se
trasvaso el sobrenadante a otro tubo y el proceso se repitid una segunda vez.
Una vez juntados los dos volumenes de sobrenadante conteniendo la proteina
eluida, se almacend una alicuota de 10 ul en frio (que contiene 10His-GST-
10His-PCBP1, Figura 4B carril 1), y al resto se le afiadieron PBS frio hasta
completar 1ml y 150 pl de glutation inmovilizado en bolas (Amersham
Biosciences), lavadas previamente 3 veces con 1 ml de PBS frio. Tras la
incubacion en frio con agitacion orbital lenta durante 2 horas se realizaron dos
lavados con tampon de lisis conteniendo 1% de triton X-100, otros dos con
tampodn de lisis y otros dos con tampon de corte de la proteasa Pre-Scission
(Amersham), todos mediante incubacion en frio y agitacion rotatoria lenta
durante 5 minutos y centrifugacion en frio a 2.000 x g durante 2 minutos. Tras
el ultimo lavado se le afadieron 70 pl de tampon de corte de la proteasa
PreScission al precipitado de las bolas, se almacend una alicuota de 2 ul (que
contiene 10His-GST-10His-PCBP1 unida a las bolas de glutation, Figura 4B
carril 3). La mitad se almacend para usar en ensayos que requirieron la
proteina inmovilizada en las bolas y a la otra mitad se le afadieron 35 ul de
tampon de corte de la proteasa y 4 pl de proteasa Pre-Scission y la mezcla se
incubd con agitacion rotatoria lenta durante 48 horas recogiendo alicuotas de
65 pl cada 12 horas con reposicion de nuevo tampon de corte (la proteasa Pre-
Scission tiene una cola de GST por lo que permanece unida a las bolas y no es
necesario reponerla). A cada alicuota se le afiadié un 25% de glicerol y se
almacenaron a -80 °C hasta su uso (estas alicuotas contienen 10His-PCBP1).
La proteina inmovilizada en las bolas se almacen6 como tal a 4 °C para su uso

inmediato. El resultado puede verse en la Figura 4B.
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REIVINDICACIONES

1.- Una secuencia nucleotidica que comprende los siguientes elementos:

a. un codon de iniciacion,

b. una secuencia nucleotidica que codifica para un marcador M,

€. una secuencia nucleotidica que codifica para un marcador N,

d. una secuencia nucleotidica que codifica para una secuencia
aminoacidica P de reconocimiento de una proteasa,

€. una secuencia nucleotidica que codifica para un marcador O,
una secuencia nucleotidica que codifica para una secuencia
aminoacidica Q de reconocimiento de una proteasa,

g. un codon de terminacion.

2.- La secuencia nucleotidica segun la reivindicacion anterior que comprende
una secuencia que consiste esencialmente en los siguientes elementos:
a. un codon de iniciacion,
b. una secuencia nucleotidica que codifica para un marcador M,
€. una secuencia nucleotidica que codifica para un marcador N,
d. una secuencia nucleotidica que codifica para una secuencia
aminoacidica P de reconocimiento de una proteasa,
€. una secuencia nucleotidica que codifica para un marcador O,
una secuencia nucleotidica que codifica para una secuencia
aminoacidica Q de reconocimiento de una proteasa,

g. un codon de terminacion.

3.- La secuencia nucleotidica segun cualquiera de las reivindicaciones
anteriores que comprende los elementos en el siguiente orden: un coddén de
iniciacion, una secuencia nucleotidica que codifica para un marcador M, una
secuencia nucleotidica que codifica para un marcador N, una secuencia
nucleotidica que codifica para una secuencia aminoacidica P de

reconocimiento de una proteasa, una secuencia nucleotidica que codifica para
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un marcador O, una secuencia nucleotidica que codifica para una secuencia

aminoacidica Q de reconocimiento de una proteasa, un codon de terminacion.

4.- La secuencia nucleotidica segun cualquiera de las reivindicaciones

anteriores caracterizada porque los marcadores M y O son iguales.

5.- La secuencia nucleotidica segun cualquiera de las reivindicaciones
anteriores caracterizada porque los marcadores M, N y O se seleccionan de la
lista que comprende: polihistidina, Glutation S-transferasa, avidina,
estreptavidina, hemaglutinina, VSV-G, HSVitk, FLAG, proteina de union a

maltosa, V5, myc y una proteina fluorescente.

6.- La secuencia nucleotidica segun la reivindicacion anterior donde los
marcadores M, N y O se seleccionan de entre polihistidina y Glutation S-

transferasa.

7.- La secuencia nucleotidica segun la reivindicacion anterior donde los
marcadores M y O son una polihistidina y el marcador N es la Glutation S-

transferasa.

8.- La secuencia nucleotidica segun la reivindicacion anterior donde los
marcadores M y O son una polihistidina de entre 6 y 14 histidinas,

preferiblemente de 10 histidinas.

9.- La secuencia nucleotidica segun cualquiera de las reivindicaciones
anteriores caracterizada porque las secuencias aminoacidicas P y Q de
reconocimiento de proteasas se seleccionan de la lista que comprende las
dianas de las proteasas: Pre-Scission, Enterokinasa, Trombina, Tev, HRV 3C,
ULP1 y factor Xa.

10.- La secuencia nucleotidica segun la reivindicacion anterior donde la

secuencia aminoacidica P es la diana de reconocimiento de la proteasa Pre-
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Scission y la secuencia aminoacidica Q es la diana de reconocimiento de la

proteasa Enterokinasa.

11.- La secuencia nucleotidica segun cualquiera de las reivindicaciones

anteriores que ademas comprende un promotor inducible.

12.- La secuencia nucleotidica segun la reivindicacion anterior donde el
promotor inducible se selecciona de la lista que comprende: promotor inducible
por arabinosa, promotor inducible por lactosa o IPTG (isopropil-B-D-
tiogalactdsido), promotor inducible por ecdisona, promotor inducible por
tetraciclina, promotor inducible por galactosa, promotor inducible por metales
pesados, promotor inducible por mifepristona, promotor inducible por triptéfano,
promotor inducible por temperatura, promotor inducible por fosfatos y promotor

inducible por metanol.

13.- La secuencia nucleotidica segun la reivindicacion anterior donde el

promotor es inducible por arabinosa.

14.- La secuencia nucleotidica segun cualquiera de las reivindicaciones

anteriores que ademas comprende al menos un origen de replicacion.

15.- La secuencia nucleotidica segun la reivindicacion anterior que comprende

el origen de replicacion del plasmido pUC.

16.- La secuencia nucleotidica segun cualquiera de las reivindicaciones

anteriores que ademas comprende al menos un gen de seleccion.

17 .- La secuencia nucleotidica segun la reivindicacion anterior donde el gen de
seleccion se escoge de la lista que comprende: un gen de resistencia a
antibidtico, un gen que codifica para una proteina fluorescente, un gen que
codifica para una proteina luminiscente, un gen que codifica para la beta-

galactosidasa y un gen que convierte a cepas auxoétrofas en prototrofas.
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18.- La secuencia nucleotidica segun la reivindicacion anterior donde el gen de

seleccidon es un gen de resistencia a antibidtico.

19.- La secuencia nucleotidica segun la reivindicacion anterior donde el gen de
seleccion es un gen de resistencia a ampicilina, kanamicina, tetraciclina,
cloranfenicol, geneticina, higromicina B, puromicina, blasticidina, metotrexato o

zeocina.

20.- La secuencia nucleotidica segun la reivindicacién anterior donde el gen de

seleccion es un gen de resistencia a ampicilina.

21.- La secuencia nucleotidica segun cualquiera de las reivindicaciones
anteriores caracterizada porque es SEQ ID NO: 1 o una variante

bioequivalente.
22.- La secuencia nucleotidica segun cualquiera de las reivindicaciones
anteriores caracterizada porque es una construccion génica o forma parte de

una construccion génica.

23.- La secuencia nucleotidica segun la reivindicacion anterior caracterizada

porque es una construccion génica.

24.- La secuencia nucleotidica segun cualquiera de las dos reivindicaciones

anteriores caracterizada porque es un vector o forma parte de un vector.

25.- La secuencia nucleotidica segun la reivindicacion anterior caracterizada

porque es un vector.

26.- Un método de expresion génica y purificacion proteica caracterizado

porque comprende una etapa (h):
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h. Clonar un gen de interés en una secuencia nucleotidica, construccion

génica o vector segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 25.

27.- El método segun la reivindicacion anterior caracterizado porque después
de la etapa (h) se lleva a cabo la siguiente etapa (i):

i. Producir la proteina codificada por la secuencia clonada en la etapa

(h).

28.- El método segun la reivindicacion anterior caracterizado porque la etapa (i)
comprende al menos dos subetapas:

i". Introducir la secuencia nucleotidica, construccion génica o vector
obtenido en la etapa (h) en una célula procariota 0 en una célula
eucariota,

i”. Cultivar la célula de la etapa (') en presencia de las sustancias
necesarias para que se exprese la proteina codificada por el gen de

interés clonado en la etapa (h).

29.- El método segun la reivindicacion anterior donde en la etapa (i') se
introduce la secuencia nucleotidica, construccion génica o vector en una célula

procariota, preferiblemente Escherichia coli.

30.- El método segun la reivindicacion 28 caracterizado porque en la etapa (i’)
se introduce la secuencia nucleotidica, construcciéon génica o vector en una

célula de levadura, una célula de insecto o una célula de mamifero.

31.- El método segun cualquiera de las tres reivindicaciones anteriores donde

el cultivo del paso (i ') se hace en presencia de arabinosa.
32.- El método segun cualquiera de las cuatro reivindicaciones anteriores, que

ademas comprende la siguiente etapa (j):

j. Purificar la proteina producida en la etapa (i).

43



10

15

20

25

30

ES 2 387280 Bl

33.- El método segun la reivindicacion anterior caracterizado porque la etapa (j)
comprende al menos tres subetapas:
j’. Lisar las células cultivadas en la etapa (i”).
j”. Unir la proteina del lisado obtenido en la etapa (j’) a un ligando
inmovilizado en un soporte soélido.

j”. Liberar la proteina de su unién al ligando de la etapa (j”).

34 .- El método segun la reivindicacion anterior donde el ligando inmovilizado en

un soporte solido de la etapa (j”') es Glutation.

35.- El método segun la reivindicacion 33 donde el ligando inmovilizado en un

soporte sélido de la etapa (j”) es un ibn metalico.

36.- El método segun la reivindicacion anterior donde el i6n metalico es niquel
(1) y/o cobalto (ll).

37.- El método segun cualquiera de las cuatro reivindicaciones anteriores
donde la proteina se libera de su unién al ligando mediante al menos una de
las siguientes formas: un cambio en el pH, la adicidén de ligando libre, la adicidon
de una molécula que desplace a la proteina mediante competicién por la union
al ligando, el tratamiento con un agente reductor, el procesamiento con una

proteasa.

38.- El método segun la reivindicacion anterior donde la proteina se libera de su

unién al ligando mediante el procesamiento con una proteasa.

39.- El método segun cualquiera de las dos reivindicaciones anteriores donde
la proteasa se selecciona de la lista que comprende: Pre-Scission,
Enterokinasa, Trombina, Tev, HRV 3C, ULP1 y factor Xa.

40.- El método segun la reivindicacion anterior que comprende la proteasa Pre-

Scission.

44



10

15

20

25

30

ES 2 387280 Bl

41.- EI método segun la reivindicacion 39 que comprende la proteasa

Enterokinasa.

42.- El método segun la reivindicacion 37 donde la molécula que compite por la

unién al ligando es imidazol.

43.- El método segun la reivindicacion 37 donde el agente reductor es glutation

reducido.
44.-Un kit que comprende una secuencia nucleotidica, una construccion génica
0 un vector segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 25 para la expresion y

purificacion proteica.

45.- El kit segun la reivindicacion anterior donde el vector es la secuencia

nucleotidica SEQ ID NO: 1 o una variante bioequivalente.

46.- El kit segun cualquiera de las dos reivindicaciones anteriores donde el

vector es la secuencia nucleotidica SEQ ID NO: 1.
47 .- El kit segun cualquiera de las tres reivindicaciones anteriores que ademas
comprende las instrucciones para llevar a cabo los métodos segun cualquiera

de las reivindicaciones 26 a 43.

48.- El kit segun cualquiera de las cuatro reivindicaciones anteriores que

ademas comprende al menos una proteasa.

49.- El kit segun la reivindicacion anterior donde la proteasa es Pre-Scission.

50.- El kit segun la reivindicacion 48 donde la proteasa es Enterokinasa.
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51.- El kit segun cualquiera de las siete reivindicaciones anteriores que
comprende una pareja de cebadores directo y reverso de entre 30 y 100
nucleodtidos, donde la secuencia del cebador directo coincide con el fragmento
de SEQ ID NO: 1 y cuyo extremo 3" es el nucle6tido en la posicion 1.093 de
SEQ ID NO: 1, y donde la secuencia del cebador reverso es complementaria a
SEQ ID NO: 1 de manera que su extremo 3" es el nucledtido complementario al
nucledtido en la posicion 1.094 de SEQ ID NO: 1.
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<110>
<120>
<130>
<160> 23
<170>
<210> 1
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 1
aagaaaccaa

DNA

tctcgctaac
aagccatgac
attatttgca
atcctacctg
ctaacaggag
cagatcttcc
tcttttggaa
taaatggcga
tgatggtgat
caacatgttg
tttggatatt
agttgatttt
taaaacatat
tgatgttgtt
taaaaaacgt
agcatggcct
ggatctggaa
tgacgatgac
aaaactcatc
agtttaaacg
cagattaaat
gcggtggtcc
agtgtggggt

4854

Vector pTOP

ttgtccatat
caaaccggta
aaaaacgcgt
cggcgtcaca
acgcttttta
gaattaacca
cctatactag
tatcttgaag
aacaaaaagt
gttaaattaa
ggtggttgtc
agatacggtg
cttagcaagc
ttaaatggtg
ttatacatgg
attgaagcta
ttgcagggct
gttctgttcc
aagtaaggaa
tcagaagagg
gtctccagct
cagaacgcag
cacctgaccc

ctccccatgc

ES 2 387280 Bl

LISTADO DE SECUENCIAS

PatentIn version 3.5

Artificial Sequence

tgcatcagac
accccgctta
aacaaaagtg
ctttgctatg
tcgcaactct
tgggccacca
gttattggaa
aaaaatatga
ttgaattggg
cacagtctat
caaaagagcg
tttcgagaat
tacctgaaat
atcatgtaac
acccaatgtg
tcccacaaat
ggcaagccac
aggggcccca
gacggagttg
atctgaatag
tggctgtttt
aagcggtctg
catgccgaac

gagagtaggg

attgccgtca
ttaaaagcat
tctataatca
ccatagcatt
ctactgtttc
ccatcaccac
aattaagggc
agagcatttg
tttggagttt
ggccatcata
tgcagagatt
tgcatatagt
gctgaaaatg
ccatcctgac
cctggatgcg
tgataagtac
gtttggtggt
tcaccatcac
tcattggaat
cgccgtcgac
ggcggatgag
ataaaacaga
tcagaagtga

aactgccagg

Universidade de Santiago de Compostela

ctgcgtcttt
tctgtaacaa
cggcagaaaa
tttatccata
tccatacccg
caccatcatc
cttgtgcaac
tatgagcgcg
cccaatcttc
cgttatatag
tcaatgcttg
aaagactttg
ttcgaagatc
ttcatgttgt
ttcccaaaat
ttgaaatcca
ggcgaccatc
catcaccatc
tcgaagcttg
catcatcatc
agaagatttt
atttgcctgg
aacgccgtag

catcaaataa

pTOP: Nuevo vector de expresidon y purificacidén de proteinas

1596.30

tactggctct
agcgggacca
gtccacattg
agattagcgg
tttttttggg
atcatggcgg
ccactcgact
atgaaggtga
cttattatat
ctgacaagca
aaggagcggt
aaactctcaa
gtttatgtca
atgacgctct
tagtttgttt
gcaagtatat
ctccaaaatc
accatcacga
ggcccgaaca
atcatcattg
cagcctgata
cggcagtagc
cgccgatggt

aacgaaaggc

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440



tcagtcgaaa
taggacaaat
ggcaggacgc
tggccttttt
tatccgctca
atgagtattc
gtttttgctc
cgagtgggtt
gaagaacgtt
cgtgttgacg
gttgagtact
tgcagtgctg
ggaggaccga
gatcgttggg
cctgtagcaa
tcccggeaac
tcggeccttce
cgcggtatca
acgacgggga
tcactgatta
ttaaaacttc
accaaaatcc
aaaggatctt
ccaccgctac
gtaactggct
ggccaccact
ccagtggctg
ttaccggata
gagcgaacga
cttcccgaag
cgcacgaggg
cacctctgac
aacgccagca

ttctttcctg

gactgggcct
ccgccgggag
ccgccataaa
gcgtttctac
tgagacaata
aacatttccg
acccagaaac
acatcgaact
ttccaatgat
ccgggcaaga
caccagtcac
ccataaccat
aggagctaac
aaccggagct
tggcaacaac
aattaataga
cggctggctg
ttgcagcact
gtcaggcaac
agcattggta
atttttaatt
cttaacgtga
cttgagatcc
cagcggtggt
tcagcagagc
tcaagaactc
ctgccagtgg
aggcgcageg
cctacaccga
ggagaaaggc
agcttccagg
ttgagcgtcg
acgcggcctt

cgttatcccc

ttcgttttat
cggatttgaa
ctgccaggca
aaactctttt
accctgataa
tgtcgccctt
gctggtgaaa
ggatctcaac
gagcactttt
gcaactcggt
agaaaagcat
gagtgataac
cgcttttttg
gaatgaagcc
gttgcgcaaa
ctggatggag
gtttattgct
ggggccagat
tatggatgaa
actgtcagac
taaaaggatc
gttttcgttc
tttttttctg
ttgtttgccg
gcagatacca
tgtagcaccg
cgataagtcg
gtcgggctga
actgagatac
ggacaggtat
gggaaacgcc
atttttgtga
tttacggttc

tgattctgtg
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ctgttgtttg
cgttgcgaag
tcaaattaag
tgtttatttt
atgcttcaat
attccctttt
gtaaaagatg
agcggtaaga
aaagttctgc
cgccgcatac
cttacggatg
actgcggcca
cacaacatgg
ataccaaacg
ctattaactg
gcggataaag
gataaatctg
ggtaagccct
cgaaatagac
caagtttact
taggtgaaga
cactgagcgt
cgcgtaatct
gatcaagagc
aatactgtcc
cctacatacc
tgtcttaccg
acggggggtt
ctacagcgtg
ccggtaagcg
tggtatcttt
tgctcgtcag
ctggcctttt

gataaccgta

tcggtgaacg
caacggcccg
cagaaggcca
tctaaataca
aatattgaaa
ttgcggcatt
ctgaagatca
tccttgagag
tatgtggcgc
actattctca
gcatgacagt
acttacttct
gggatcatgt
acgagcgtga
gcgaactact
ttgcaggacc
gagccggtga
cccgtategt
agatcgctga
catatatact
tcctttttga
cagaccccgt
gctgcttgca
taccaactct
ttctagtgta
tcgctctget
ggttggactc
cgtgcacaca
agctatgaga
gcagggtcgg
atagtcctgt
gggggcggag
gctggecttt

ttaccgcectt

ctctcctgag
gagggtggcg
tcctgacgga
ttcaaatatg
aaggaagagt
ttgccttect
gttgggtgca
ttttcgcccc
ggtattatcc
gaatgacttg
aagagaatta
gacaacgatc
aactcgcctt
caccacgatg
tactctagct
acttctgcgc
gcgtgggtct
agttatctac
gataggtgcc
ttagattgat
taatctcatg
agaaaagatc
aacaaaaaaa
ttttccgaag
gccgtagtta
aatcctgtta
aagacgatag
gcccagcttg
aagcgccacg
aacaggagag
cgggtttcgc
cctatggaaa
tgctcacatg

tgagtgagct

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480


PC076
Nota adhesiva
None definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
None definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC076


gataccgctc
gagcgcctga
tgcactctca
cgctacgtga
gacgggcttg
gcatgtgtca
gcgcgaaggc
aaaccctatg
tgacggctac
cggtgcattt
cgacggtggc
ggtcctcgeg
gcgacggcga
ggtgatcgct
actcgttaat
gctccgaata
aatgcggctg
agttaagcca
cgcgagcctc
cacccggtcg
tgagattgag
cgttggcctc
gcaggggatc

<210> 2
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 2
aagaaaccaa

DNA

tctcgctaac
aagccatgac
attatttgca
atcctacctg

ctaacaggag

4731

gccgcagecg
tgcggtattt
gtacaatctg
ctgggtcatg
tctgctcccg
gaggttttca
gaagcggcat
ctactccgtc
atcattcact
tttaaatacc
gataggcatc
ccagcttaag
caagcaaaca
gatgtactga
cgcttccatg
gcgcccttcc
gtgcgcttca
ttcatgccag
cggatgacga
gcaaacaaat
aatataacct
aatcggcgtt

attttgcgct

ttgtccatat
caaaccggta
aaaaacgcgt
cggcgtcaca
acgcttttta

gaattaacca

aacgaccgag
tctccttacg
ctctgatgcc
gctgcgeccc
gcatccgctt
ccgtcatcac
gcataatgtg
aagccgtcaa
ttttcttcac
cgcgagaaat
cgggtggtgc
acgctaatcc
tgctgtgcga
caagcctcgc
cgccgcagta
ccttgcccgg
tccgggcgaa
taggcgcgceg
ccgtagtgat
tctcgtecct
ttcattccca
aaacccgcca

tcagccatac

Artificial Sequence

tgcatcagac
accccgetta
aacaaaagtg
ctttgctatg
tcgcaactct

tgggccacca
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cgcagcgagt
catctgtgcg
gcatagttaa
gacacccgcc
acagacaagc
cgaaacgcgc
cctgtcaaat
ttgtctgatt
aaccggcacg
agagttgatc
tcaaaagcag
ctaactgctg
cgctggcgat
gtacccgatt
acaattgctc
cgttaatgat
agaaccccgt
gacgaaagta
gaatctctcc
gatttttcac
gcggtcggtc
ccagatgggc

ttttcatact

Secuencia del plasmido pPreTOP1-Tfam

attgccgtca
ttaaaagcat
tctataatca
ccatagcatt
ctactgtttc

ccatcaccac

cagtgagcga
gtatttcaca
gccagtatac
aacacccgct
tgtgaccgtc
gaggcagcag
ggacgaagca
cgttaccaat
gaactcgctc
gtcaaaacca
cttcgcctgg
gcggaaaaga
atcaaaattg
atccatcggt
aagcagattt
ttgcccaaac
attggcaaat
aacccactgg
tggcgggaac
caccccctga
gataaaaaaa
attaaacgag

cccgccattc

ctgcgtcttt
tctgtaacaa
cggcagaaaa
tttatccata
tccatacccg

caccatcatc

ggaagcggaa
ccgcatatgg
actccgctat
gacgcgccct
tccgggaget
atcaattcgc
gggattctgc
tatgacaact
gggctggccc
acattgcgac
ctgatacgtt
tgtgacagac
ctgtctgcca
ggatggagcg
atcgccagca
aggtcgctga
attgacggcc
tgataccatt
agcaaaatat
ccgcgaatgg
tcgagataac

tatcccggca

agag

tactggctct
agcgggacca
gtccacattg
agattagcgg
tttttttggg

atcatggcgg

3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4854

60
120
180
240
300
360


PC076
Nota adhesiva
None definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
None definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC076


atccttttcc
cacagaacag
taggaaaatt
tgattttaaa
aactccaagt
agcactggta
atataacatt
attgaagctt
tcagcttgcet
gatggctgaa
ctctgagcat
actcatctca
ttaaacggtc
attaaatcag
gtggtcccac
gtggggtctc
gtcgaaagac
gacaaatccg
aggacgcccg
cctttttgcg
ccgctcatga
agtattcaac
tttgctcacc
gtgggttaca
gaacgttttc
gttgacgccg
gagtactcac
agtgctgcca
ggaccgaagg
cgttgggaac
gtagcaatgg
cggcaacaat
gcccttcegg

ggtatcattg

agcatgggta
ctacccaaat
gcagccctgt
gctgagtgga
cagctgatgg
aagagaagag
tatgtatctg
gtaaatgagg
aaagatgata
gttggacgaa
taaggaagac
gaagaggatc
tccagcttgg
aacgcagaag
ctgaccccat
cccatgcgag
tgggcctttc
¢cgggagcgg
ccataaactg
tttctacaaa
gacaataacc
atttccgtgt
cagaaacgct
tcgaactgga
caatgatgag
ggcaagagca
cagtcacaga
taaccatgag
agctaaccgc
cggagctgaa
caacaacgtt
taatagactg
ctggctggtt
cagcactggg

gctatccaaa
ttaaagctaa
ggagggagct
aagcatacaa
gtatggagaa
aattaatttt
aaagcttcca
cttggaaaaa
ggattcgtta
gtgatctcat
ggagttgtca
tgaatagcgc
ctgttttggc
cggtctgata
gccgaactca
agtagggaac
gttttatctg
atttgaacgt
ccaggcatca
ctctttttgt
ctgataaatg
cgcccttatt
ggtgaaagta
tctcaacagc
cacttttaaa
actcggtcgc
aaagcatctt
tgataacact
ttttttgcac
tgaagccata
gcgcaaacta
gatggaggcg
tattgctgat

gccagatggt
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gaaacctatg
acacccagat
accagaagca
agaagctgtg
ggaggcccgg
gcttggaaaa
ggaggcaaag
tctgtctect
cgacaatgaa
ccgtcgaagt
ttggaattcg
cgtcgaccat
ggatgagaga
aaacagaatt
gaagtgaaac
tgccaggcat
ttgtttgtcg
tgcgaagcaa
aattaagcag
ttatttttct
cttcaataat
cccttttttg
aaagatgctg
ggtaagatcc
gttctgctat
cgcatacact
acggatggca
gcggccaact
aacatggggg
ccaaacgacg
ttaactggcg
gataaagttg
aaatctggag

aagccctccc

agttcatacc
gcaaaacttt
gaaaaaaagg
agcaagtata
cagagacggt
ccaaaaagac
gatgattcgg
gaggaaaagc
atgaagtctt
gtgaaacgat
aagcttgggc
catcatcatc
agattttcag
tgcctggcgg
gccgtagegce
caaataaaac
gtgaacgctc
cggcccggag
aaggccatcc
aaatacattc
attgaaaaag
cggcattttg
aagatcagtt
ttgagagttt
gtggcgcggt
attctcagaa
tgacagtaag
tacttctgac
atcatgtaac
agcgtgacac
aactacttac
caggaccact
ccggtgagceg
gtatcgtagt

ttcgattttc
cagaattggt
tttatgaagc
aagagcagct
taaaaaagaa
ctcgttcagce
ctcagggaaa
aggcatatat
gggaagagca
ccggagacat
ccgaacaaaa
atcattgagt
cctgatacag
cagtagcgcg
cgatggtagt
gaaaggctca
tcctgagtag
ggtggcgggc
tgacggatgg
aaatatgtat
gaagagtatg
ccttcctgtt
gggtgcacga
tcgccccgaa
attatcccgt
tgacttggtt
agaattatgc
aacgatcgga
tcgecttgat
cacgatgcct
tctagcettcc
tctgcgeteg
tgggtctcgce

tatctacacg

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400


PC076
Nota adhesiva
None definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
None definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC076


acggggagtc
ctgattaagc

aaacttcatt
aaaatccctt
ggatcttctt
ccgctaccag
actggcttca
caccacttca
gtggctgctg
ccggataagg
cgaacgacct
cccgaaggga
acgagggagc
ctctgacttg
gccagcaacg
tttcctgegt
accgctcgec
cgcctgatgce
actctcagta
tacgtgactg
gggcttgtct
tgtgtcagag
cgaaggcgaa
ccctatgcta
cggctacatc
tgcatttttt
cggtggcgat
cctcgcgeca
acggcgacaa
gatcgctgat
cgttaatcgc
ccgaatagcg
gcggctggtg

taagccattc

aggcaactat
attggtaact
tttaatttaa
aacgtgagtt
gagatccttt
cggtggtttg
gcagagcgca
agaactctgt
ccagtggcga
cgcagcggtc
acaccgaact
gaaaggcgga
ttccaggggg
agcgtcgatt
cggccttttt
tatcccctga
gcagccgaac
ggtattttct
caatctgctc
ggtcatggct
gctcccggea
gttttcaccg
gcggcatgca
ctccgtcaag
attcactttt
aaatacccgc
aggcatccgg
gcttaagacg
gcaaacatgc
gtactgacaa
ttccatgegce
cccttcecct
cgcttcatcc

atgccagtag

ggatgaacga
gtcagaccaa
aaggatctag
ttcgttccac
ttttctgcge
tttgccggat
gataccaaat
agcaccgcct
taagtcgtgt
gggctgaacg
gagataccta
caggtatccg
aaacgcctgg
tttgtgatgc
acggttcctg
ttctgtggat
gaccgagcgc
ccttacgcat
tgatgccgca
gcgeccccgac
tccgettaca
tcatcaccga
taatgtgcct
ccgtcaattg
tcttcacaac
gagaaataga
gtggtgctca
ctaatcccta
tgtgcgacgc
gcctcgegta
cgcagtaaca
tgcccggegt
gggcgaaaga
gcgcgceggac
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aatagacaga
gtttactcat
gtgaagatcc
tgagcgtcag
gtaatctgct
caagagctac
actgtccttc
acatacctcg
cttaccgggt
gggggttcgt
cagcgtgagc
gtaagcggca
tatctttata
tcgtcagggg
gccttttgct
aaccgtatta
agcgagtcag
ctgtgcggta
tagttaagcc
acccgccaac
gacaagctgt
aacgcgcgag
gtcaaatgga
tctgattcgt
cggcacggaa
gttgatcgtc
aaagcagctt
actgctggcg
tggcgatatc
cccgattatc
attgctcaag
taatgatttg
accccgtatt

gaaagtaaac

tcgctgagat
atatacttta
tttttgataa
accccgtaga
gcttgcaaac
caactctttt
tagtgtagcc
ctctgctaat
tggactcaag
gcacacagcc
tatgagaaag
gggtcggaac
gtcctgtcgg
ggcggagcct
ggccttttgc
ccgcctttga
tgagcgagga
tttcacaccg
agtatacact
acccgctgac
gaccgtctcc
gcagcagatc
cgaagcaggg
taccaattat
ctcgctcggg
aaaaccaaca
cgcctggcetg
gaaaagatgt
aaaattgctg
catcggtgga
cagatttatc
cccaaacagg
ggcaaatatt

ccactggtga

aggtgcctca
gattgattta
tctcatgacc
aaagatcaaa
aaaaaaacca
tccgaaggta
gtagttaggc
cctgttacca
acgatagtta
cagcttggag
cgccacgctt
aggagagcgc
gtttcgccac
atggaaaaac
tcacatgttc
gtgagctgat
agcggaagag
catatggtgc
ccgctatcgce
gcgeccctgac
gggagctgca
aattcgcgcg
attctgcaaa
gacaacttga
ctggccccgg
ttgcgaccga
atacgttggt
gacagacgcg
tctgccaggt
tggagcgact
gccagcaget
tcgctgaaat
gacggccagt

taccattcgc

2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440


PC076
Nota adhesiva
None definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
None definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC076


gagcctccgg
ccggtcggea
gattgagaat
tggcctcaat
ggggatcatt
<210> 3

<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 3
aagaaaccaa

DNA

tctcgctaac
aagccatgac
attatttgca
atcctacctg
ctaacaggag
cagatctttt
ttccacagaa
ggttaggaaa
agctgatttt
gctaactcca
gaaagcactg
agcatataac
aaaattgaag
tattcagctt
gcagatggct
catctctgag
aaaactcatc
agtttaaacg
cagattaaat
gcggtggtcc
agtgtggggt
tcagtcgaaa

taggacaaat

4734

atgacgaccg
aacaaattct
ataacctttc
cggcgttaaa

ttgcgcttca

ttgtccatat
caaaccggta
aaaaacgcgt
cggcgtcaca
acgcttttta
gaattaacca
tccagcatgg
cagctaccca
attgcagccc
aaagctgagt
agtcagctga
gtaaagagaa
atttatgtat
cttgtaaatg
gctaaagatg
gaagttggac
cattaaggaa
tcagaagagg
gtctccagct
cagaacgcag
cacctgaccc
ctccccatgce

gactgggcct
ccgcecgggag

tagtgatgaa
cgtccctgat
attcccagcg
cccgccacca

gccatacttt

Artificial Sequence

tgcatcagac
accccgctta
aacaaaagtg
ctttgctatg
tcgcaactct
tgggccacca
gtagctatcc
aatttaaagc
tgtggaggga
ggaaagcata
tgggtatgga
gagaattaat
ctgaaagctt
aggcttggaa
ataggattcg
gaagtgatct
gacggagttg
atctgaatag
tggctgtttt
aagcggtctg
catgccgaac
gagagtaggg
ttcgttttat

cggatttgaa

ES 2387280 Bl

tctctcctgg
ttttcaccac
gtcggtcgat
gatgggcatt

tcatactccc

Secuencia de pPreTOP2-TFAM

attgccgtca
ttaaaagcat
tctataatca
ccatagcatt
ctactgtttc
ccatcaccac
aaagaaacct
taaacaccca
gctaccagaa
caaagaagct
gaaggaggcc
tttgcttgga
ccaggaggca
aaatctgtct
ttacgacaat
catccgtcga
tcattggaat
cgccgtcgac
ggcggatgag
ataaaacaga
tcagaagtga
aactgccagg
ctgttgtttg

cgttgcgaag

cgggaacagc
cccctgaccg
aaaaaaatcg
aaacgagtat

gccattcaga

ctgcgtcttt
tctgtaacaa
cggcagaaaa
tttatccata
tccatacccg
caccatcatc
atgagttcat
gatgcaaaac
gcagaaaaaa
gtgagcaagt
cggcagagac
aaaccaaaaa
aaggatgatt
cctgaggaaa
gaaatgaagt
agtgtgaaac
tcgaagcttg
catcatcatc
agaagatttt
atttgcctgg
aacgccgtag
catcaaataa
tcggtgaacg

caacggcccg

aaaatatcac
cgaatggtga
agataaccgt

cccggcagcea

g

tactggctct
agcgggacca
gtccacattg
agattagcgg
tttttttggg
atcatggcgg
accttcgatt
tttcagaatt
aggtttatga
ataaagagca
ggttaaaaaa
gacctcgttc
cggctcaggg
agcaggcata
cttgggaaga
gatccggaga
ggcccgaaca
atcatcattg
cagcctgata
cggcagtagc
cgccgatggt
aacgaaaggc

ctctcctgag

gagggtggcg

4500
4560
4620
4680
4731

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440


PC076
Nota adhesiva
None definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
None definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC076


ggcaggacgc
tggccttttt
tatccgctca
atgagtattc
gtttttgctc
cgagtgggtt
gaagaacgtt
cgtgttgacg
gttgagtact
tgcagtgctg
ggaggaccga
gatcgttggg
cctgtagcaa
tcccggeaac
tcggeccttce
cgcggtatca
acgacgggga
tcactgatta
ttaaaacttc
accaaaatcc
aaaggatctt
ccaccgctac
gtaactggct
ggccaccact
ccagtggctg
ttaccggata
gagcgaacga
cttcccgaag
cgcacgaggg
cacctctgac
aacgccagca
ttctttecctg
gataccgctc

gagcgcctga

ccgccataaa
gcgtttctac
tgagacaata
aacatttccg
acccagaaac
acatcgaact
ttccaatgat
ccgggcaaga
caccagtcac
ccataaccat
aggagctaac
aaccggagct
tggcaacaac
aattaataga
cggctggctg
ttgcagcact
gtcaggcaac
agcattggta
atttttaatt
cttaacgtga
cttgagatcc
cagcggtggt
tcagcagagc
tcaagaactc
ctgccagtgg
aggcgcagcg
cctacaccga
ggagaaaggc
agcttccagg
ttgagcgtcg
acgcggcectt
cgttatcccc
gccgcagecg

tgcggtattt

ctgccaggca
aaactctttt
accctgataa
tgtcgccctt
gctggtgaaa
ggatctcaac
gagcactttt
gcaactcggt
agaaaagcat
gagtgataac
cgcttttttg
gaatgaagcc
gttgcgcaaa
ctggatggag
gtttattgct
ggggccagat
tatggatgaa
actgtcagac
taaaaggatc
gttttcgttc
tttttttctg
ttgtttgccg
gcagatacca
tgtagcaccg
cgataagtcg
gtcgggctga
actgagatac
ggacaggtat
gggaaacgcc
atttttgtga
tttacggttc
tgattctgtg
aacgaccgag

tctccttacg

ES 2387280 Bl

tcaaattaag
tgtttatttt
atgcttcaat
attccctttt
gtaaaagatg
agcggtaaga
aaagttctgc
cgccgcatac
cttacggatg
actgcggcca
cacaacatgg
ataccaaacg
ctattaactg
gcggataaag
gataaatctg
ggtaagccct
cgaaatagac
caagtttact
taggtgaaga
cactgagcgt
cgcgtaatct
gatcaagagc
aatactgtcc
cctacatacc
tgtcttaccg
acggggggtt
ctacagcgtg
ccggtaagcg
tggtatcttt
tgctcgtcag
ctggcctttt
gataaccgta
cgcagcgagt

catctgtgcg

cagaaggcca
tctaaataca
aatattgaaa
ttgcggcatt
ctgaagatca
tccttgagag
tatgtggcgc
actattctca
gcatgacagt
acttacttct
gggatcatgt
acgagcgtga
gcgaactact
ttgcaggacc
gagccggtga
cccgtategt
agatcgctga
catatatact
tcctttttga
cagaccccgt
gctgcttgca
taccaactct
ttctagtgta
tcgctctget
ggttggactc
cgtgcacaca
agctatgaga
gcagggtcgg
atagtcctgt
gggggcggag
gctggecttt
ttaccgcctt
cagtgagcga

gtatttcaca

tcctgacgga
ttcaaatatg
aaggaagagt
ttgccttect
gttgggtgca
ttttcgcccc
ggtattatcc
gaatgacttg
aagagaatta
gacaacgatc
aactcgcctt
caccacgatg
tactctagct
acttctgcgc
gcgtgggtct
agttatctac
gataggtgcc
ttagattgat
taatctcatg
agaaaagatc
aacaaaaaaa
ttttccgaag
gccgtagtta
aatcctgtta
aagacgatag
gcccagcttg
aagcgccacg
aacaggagag
cgggtttcgc
cctatggaaa
tgctcacatg
tgagtgagct
ggaagcggaa
ccgcatatgg

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480


PC076
Nota adhesiva
None definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
None definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC076


ES 2387280 Bl

tgcactctca gtacaatctg ctctgatgcc gcatagttaa gccagtatac actccgctat 3540
cgctacgtga ctgggtcatg gctgcgcccc gacacccgcc aacacccgct gacgcgecct 3600
gacgggcttg tctgctcccg gcatccgctt acagacaagc tgtgaccgtc tccgggagct 3660
gcatgtgtca gaggttttca ccgtcatcac cgaaacgcgc gaggcagcag atcaattcgc 3720
gcgcgaaggc gaagcggcat gcataatgtg cctgtcaaat ggacgaagca gggattctgc 3780
aaaccctatg ctactccgtc aagccgtcaa ttgtctgatt cgttaccaat tatgacaact 3840
tgacggctac atcattcact ttttcttcac aaccggcacg gaactcgctc gggctggcecc 3900
cggtgcattt tttaaatacc cgcgagaaat agagttgatc gtcaaaacca acattgcgac 3960
cgacggtggc gataggcatc cgggtggtgc tcaaaagcag cttcgcctgg ctgatacgtt 4020
ggtcctcgeg ccagcttaag acgctaatcc ctaactgctg gcggaaaaga tgtgacagac 4080
gcgacggcga caagcaaaca tgctgtgcga cgctggcgat atcaaaattg ctgtctgcca 4140
ggtgatcgct gatgtactga caagcctcgc gtacccgatt atccatcggt ggatggagcg 4200
actcgttaat cgcttccatg cgccgcagta acaattgctc aagcagattt atcgccagca 4260
gctccgaata gcgcccttcc ccttgecccgg cgttaatgat ttgcccaaac aggtcgctga 4320
aatgcggctg gtgcgcttca tccgggcgaa agaaccccgt attggcaaat attgacggcec 4380
agttaagcca ttcatgccag taggcgcgcg gacgaaagta aacccactgg tgataccatt 4440
cgcgagcectc cggatgacga ccgtagtgat gaatctctcc tggcgggaac agcaaaatat 4500
cacccggtcg gcaaacaaat tctcgtccct gatttttcac caccccctga ccgcgaatgg 4560
tgagattgag aatataacct ttcattccca gcggtcggtc gataaaaaaa tcgagataac 4620
cgttggcctc aatcggcgtt aaacccgcca ccagatgggce attaaacgag tatcccggca 4680
gcaggggatc attttgcgct tcagccatac ttttcatact cccgccattc agag 4734
<210> 4
<211> 60
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> Cebador directo para la clonacion de la diana de de pre-Scission
en pPRETOP2-Tfam que contiene las dianas de Bgl II y Nhel
<400> 4
ttttagatct ctggaagttc tgttccaggg gcccgctage ttttccagca tgggtagcta 60
<210> 5
<211> 27
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> Cebador inverso para la clonacion de la diana de pre-Scission en
pPRETOP2-Tfam
<400> 5
catacccatc agctgacttg gagttag 27


PC076
Nota adhesiva
None definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
None definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC076


<210> ©
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 6
aagaaaccaa

DNA

tctcgctaac
aagccatgac
attatttgca
atcctacctg
ctaacaggag
cagatctctg
aaagaaacct
taaacaccca
gctaccagaa
caaagaagct
gaaggaggcc
tttgcttgga
ccaggaggca
aaatctgtct
ttacgacaat
catccgtcga
tcattggaat
cgccgtcgac
ggcggatgag
ataaaacaga
tcagaagtga
aactgccagg
ctgttgtttg
cgttgcgaag
tcaaattaag
tgtttatttt
atgcttcaat

attccctttt

4764

ttgtccatat
caaaccggta
aaaaacgcgt
cggcgtcaca
acgcttttta
gaattaacca
gaagttctgt
atgagttcat
gatgcaaaac
gcagaaaaaa
gtgagcaagt
cggcagagac
aaaccaaaaa
aaggatgatt
cctgaggaaa
gaaatgaagt
agtgtgaaac
tcgaagcttg
catcatcatc
agaagatttt
atttgcctgg
aacgccgtag
catcaaataa
tcggtgaacg
caacggcccg
cagaaggcca
tctaaataca
aatattgaaa

ttgcggcatt

Artificial Sequence

tgcatcagac
accccgctta
aacaaaagtg
ctttgctatg
tcgcaactct
tgggccacca
tccaggggcc
accttcgatt
tttcagaatt
aggtttatga
ataaagagca
ggttaaaaaa
gacctcgttc
cggctcaggg
agcaggcata
cttgggaaga
gatccggaga
ggcccgaaca
atcatcattg
cagcctgata
cggcagtagc
cgccgatggt
aacgaaaggc
ctctcctgag
gagggtggcg
tcctgacgga
ttcaaatatg
aaggaagagt

ttgccttect

ES 2387280 Bl

Secuencia del plasmido pPreTOP3-Tfam

attgccgtca
ttaaaagcat
tctataatca
ccatagcatt
ctactgtttc
ccatcaccac
cgctagcttt
ttccacagaa
ggttaggaaa
agctgatttt
gctaactcca
gaaagcactg
agcatataac
aaaattgaag
tattcagctt
gcagatggct
catctctgag
aaaactcatc
agtttaaacg
cagattaaat
gcggtggtcc
agtgtggggt
tcagtcgaaa
taggacaaat
ggcaggacgc
tggccttttt
tatccgctca
atgagtattc

gtttttgctc

ctgcgtcttt
tctgtaacaa
cggcagaaaa
tttatccata
tccatacccg
caccatcatc
tccagcatgg
cagctaccca
attgcagccc
aaagctgagt
agtcagctga
gtaaagagaa
atttatgtat
cttgtaaatg
gctaaagatg
gaagttggac
cattaaggaa
tcagaagagg
gtctccagct
cagaacgcag
cacctgaccc
ctccccatgce
gactgggcct
ccgccgggag
ccgccataaa
gcgtttctac
tgagacaata
aacatttccg

acccCagaaac

tactggctct
agcgggacca
gtccacattg
agattagcgg
tttttttggg
atcatggcgg
gtagctatcc
aatttaaagc
tgtggaggga
ggaaagcata
tgggtatgga
gagaattaat
ctgaaagctt
aggcttggaa
ataggattcg
gaagtgatct
gacggagttg
atctgaatag
tggctgtttt
aagcggtctg
catgccgaac
gagagtaggg
ttcgttttat
cggatttgaa
ctgccaggca
aaactctttt
accctgataa
tgtcgccctt

gctggtgaaa

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

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


PC076
Nota adhesiva
None definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
None definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC076


gtaaaagatg
agcggtaaga
aaagttctgc
cgccgcatac
cttacggatg
actgcggcca
cacaacatgg
ataccaaacg
ctattaactg
gcggataaag
gataaatctg
ggtaagccct
cgaaatagac
caagtttact
taggtgaaga
cactgagcgt
cgcgtaatct
gatcaagagc
aatactgtcc
cctacatacc
tgtcttaccg
acggggggtt
ctacagcgtg
ccggtaageg
tggtatcttt
tgctcgtcag
ctggcctttt
gataaccgta
cgcagcgagt
catctgtgcg
gcatagttaa
gacacccgcec
acagacaagc

cgaaacgcgc

ctgaagatca
tccttgagag
tatgtggcgc
actattctca
gcatgacagt
acttacttct
gggatcatgt
acgagcgtga
gcgaactact
ttgcaggacc
gagccggtga
cccgtategt
agatcgctga
catatatact
tcctttttga
cagaccccgt
gctgcttgca
taccaactct
ttctagtgta
tcgctctget
ggttggactc
cgtgcacaca
agctatgaga
gcagggtcgg
atagtcctgt
gggggcggag
gctggecttt
ttaccgcctt
cagtgagcga
gtatttcaca
gccagtatac
aacacccgct
tgtgaccgtc

gaggcagcag

gttgggtgca
ttttcgcccc
ggtattatcc
gaatgacttg
aagagaatta
gacaacgatc
aactcgcctt
caccacgatg
tactctagct
acttctgcgce
gcgtgggtct
agttatctac
gataggtgcc
ttagattgat
taatctcatg
agaaaagatc
aacaaaaaaa
ttttccgaag
gccgtagtta
aatcctgtta
aagacgatag
gcccagcettg
aagcgccacg
aacaggagag
cgggtttcgce
cctatggaaa
tgctcacatg
tgagtgagct
ggaagcggaa
ccgcatatgg
actccgctat
gacgcgccct
tccgggaget

atcaattcgc

ES 2387280 Bl

cgagtgggtt
gaagaacgtt
cgtgttgacg
gttgagtact
tgcagtgctg
ggaggaccga
gatcgttggg
cctgtagcaa
tcccggeaac
tcggeccttce
cgcggtatca
acgacgggga
tcactgatta
ttaaaacttc
accaaaatcc
aaaggatctt
ccaccgctac
gtaactggct
ggccaccact
ccagtggctg
ttaccggata
gagcgaacga
cttcccgaag
cgcacgaggg
cacctctgac
aacgccagca
ttctttecctg
gataccgctc
gagcgcctga
tgcactctca
cgctacgtga
gacgggcttg
gcatgtgtca

gcgcgaaggc

10

acatcgaact
ttccaatgat
ccgggcaaga
caccagtcac
ccataaccat
aggagctaac
aaccggagct
tggcaacaac
aattaataga
cggctggctg
ttgcagcact
gtcaggcaac
agcattggta
atttttaatt
cttaacgtga
cttgagatcc
cagcggtggt
tcagcagagc
tcaagaactc
ctgccagtgg
aggcgcageg
cctacaccga
ggagaaaggc
agcttccagg
ttgagcgtcg
acgcggcctt
cgttatcccc
gccgcagecg
tgcggtattt
gtacaatctg
ctgggtcatg
tctgctcccg
gaggttttca
gaagcggcat

ggatctcaac
gagcactttt
gcaactcggt
agaaaagcat
gagtgataac
cgcttttttg
gaatgaagcc
gttgcgcaaa
ctggatggag
gtttattgct
ggggccagat
tatggatgaa
actgtcagac
taaaaggatc
gttttcgttc
tttttttctg
ttgtttgccg
gcagatacca
tgtagcaccg
cgataagtcg
gtcgggctga
actgagatac
ggacaggtat
gggaaacgcc
atttttgtga
tttacggttc
tgattctgtg
aacgaccgag
tctccttacg
ctctgatgec
gctgcgeecc
gcatccgcett
ccgtcatcac

gcataatgtg

1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780


PC076
Nota adhesiva
None definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
None definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC076


cctgtcaaat
ttgtctgatt
aaccggcacg
agagttgatc
tcaaaagcag
Ctaactgctg
cgctggcegat
gtacccgatt
acaattgctc
cgttaatgat
agaaccccgt
gacgaaagta
gaatctctcc
gatttttcac
gcggtcggtc
ccagatgggc
ttttcatact
<210> 7

<211> 35

<212> DNA
<213>

<220>
<223>

ggacgaagca
cgttaccaat
gaactcgctc
gtcaaaacca
cttcgcctgg
gcggaaaaga
atcaaaattg
atccatcggt
aagcagattt
ttgcccaaac
attggcaaat
aacccactgg
tggcgggaac
caccccctga
gataaaaaaa
attaaacgag

cccgccattc

gggattctgc
tatgacaact
gggctggccec
acattgcgac
ctgatacgtt
tgtgacagac
ctgtctgcca
ggatggagcg
atcgccagca
aggtcgctga
attgacggcc
tgataccatt
agcaaaatat
ccgcgaatgg
tcgagataac

tatcccggca

agag

Artificial Sequence

ES 2387280 Bl

aaaccctatg
tgacggctac
cggtgcattt
cgacggtggc
ggtcctcgeg
gcgacggcga
ggtgatcgct
actcgttaat
gctccgaata
aatgcggctg
agttaagcca
cgcgagcctc
cacccggtcg
tgagattgag
cgttggcctc
gcaggggatc

Cebador directo para Ta clonacioén de

para la GST en pPRETOP3-Tfam

<400> 7

catcatcatg gcggcagatc ttcccctata ctagg

<210> 8
<211> 30
<212> DNA
<213>
<220>
<223>

Artificial Sequence

para la GST en pPRETOP3-Tfam

<400> 8

aaagctagcg ggcccctgga acagaacttc

<210> 9
<211> 5421
<212> DNA
<213>

<220>

Artificial Sequence

1"

ctactccgtc
atcattcact
tttaaatacc
gataggcatc
ccagcttaag
caagcaaaca
gatgtactga
cgcttccatg
gcgcccttcc
gtgcgcttca
ttcatgccag
cggatgacga
gcaaacaaat
aatataacct
aatcggcgtt

attttgcgct

Ta secuencia que codifica

aagccgtcaa
ttttcttcac
cgcgagaaat
cgggtggtgc
acgctaatcc
tgctgtgcga
caagcctecgce
cgccgcagta
ccttgcccgg
tccgggcgaa
taggcgcgceg
ccgtagtgat
tctcgtcect
ttcattccca
aaacccgcca

tcagccatac

Cebador inverso para la clonacion de la secuencia que codifica

3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4764

35

30


PC076
Nota adhesiva
None definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
None definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC076


<223>

<400> 9
aagaaaccaa

tctcgctaac
aagccatgac
attatttgca
atcctacctg
ctaacaggag
cagatcttcc
tcttttggaa
taaatggcga
tgatggtgat
caacatgttg
tttggatatt
agttgatttt
taaaacatat
tgatgttgtt
taaaaaacgt
agcatggcct
ggatctggaa
gaaacctatg
acacccagat
accagaagca
agaagctgtg
ggaggcccgg
gcttggaaaa
ggaggcaaag
tctgtctect
cgacaatgaa
ccgtcgaagt
ttggaattcg
cgtcgaccat
ggatgagaga
aaacagaatt

gaagtgaaac

ttgtccatat
caaaccggta
aaaaacgcgt
cggcgtcaca
acgcttttta
gaattaacca
cctatactag
tatcttgaag
aacaaaaagt
gttaaattaa
ggtggttgtc
agatacggtg
cttagcaagc
ttaaatggtg
ttatacatgg
attgaagcta
ttgcagggct
gttctgttcc
agttcatacc
gcaaaacttt
gaaaaaaagg
agcaagtata
cagagacggt
ccaaaaagac
gatgattcgg
gaggaaaagc
atgaagtctt
gtgaaacgat
aagcttgggc
catcatcatc
agattttcag
tgcctggegg
gccgtagegce

tgcatcagac
accccgctta
aacaaaagtg
ctttgctatg
tcgcaactct
tgggccacca
gttattggaa
aaaaatatga
ttgaattggg
cacagtctat
caaaagagcg
tttcgagaat
tacctgaaat
atcatgtaac
acccaatgtg
tcccacaaat
ggcaagccac
aggggcccgc
ttcgattttc
cagaattggt
tttatgaagc
aagagcagct
taaaaaagaa
ctcgttcagce
ctcagggaaa
aggcatatat
gggaagagca
ccggagacat
ccgaacaaaa
atcattgagt
cctgatacag
cagtagcgcg
cgatggtagt

Secuencia del plasmido pPreTOP4-Tfam

attgccgtca
ttaaaagcat
tctataatca
ccatagcatt
ctactgtttc
ccatcaccac
aattaagggc
agagcatttg
tttggagttt
ggccatcata
tgcagagatt
tgcatatagt
gctgaaaatg
ccatcctgac
cctggatgeg
tgataagtac
gtttggtggt
tagcttttcc
cacagaacag
taggaaaatt
tgattttaaa
aactccaagt
agcactggta
atataacatt
attgaagctt
tcagcttgct
gatggctgaa
ctctgagcat
actcatctca
ttaaacggtc
attaaatcag

gtggtcccac

gtggggtctc

12

ES 2387280 Bl

ctgcgtcttt
tctgtaacaa
cggcagaaaa
tttatccata
tccatacccg
caccatcatc
cttgtgcaac
tatgagcgcg
cccaatcttc
cgttatatag
tcaatgcttg
aaagactttg
ttcgaagatc
ttcatgttgt
ttcccaaaat
ttgaaatcca
ggcgaccatc
agcatgggta
ctacccaaat
gcagccctgt
gctgagtgga
cagctgatgg
aagagaagag
tatgtatctg
gtaaatgagg
aaagatgata
gttggacgaa
taaggaagac
gaagaggatc
tccagcettgg
aacgcagaag
ctgaccccat

cccatgcgag

tactggctct
agcgggacca
gtccacattg
agattagcgg
tttttttggg
atcatggcgg
ccactcgact
atgaaggtga
cttattatat
ctgacaagca
aaggagcggt
aaactctcaa
gtttatgtca
atgacgctct
tagtttgttt
gcaagtatat
ctccaaaatc
gctatccaaa
ttaaagctaa
ggagggagct
aagcatacaa
gtatggagaa
aattaatttt
aaagcttcca
cttggaaaaa
ggattcgtta
gtgatctcat
ggagttgtca
tgaatagcgc
ctgttttggc
cggtctgata
gccgaactca

agtagggaac

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980


PC076
Nota adhesiva
None definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
None definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC076


tgccaggcat
ttgtttgtcg
tgcgaagcaa
aattaagcag
ttatttttct
cttcaataat
cccttttttg
aaagatgctg
ggtaagatcc
gttctgctat
cgcatacact
acggatggca
gcggccaact
aacatggggg
ccaaacgacg
ttaactggcg
gataaagttg
aaatctggag
aagccctccc
aatagacaga
gtttactcat
gtgaagatcc
tgagcgtcag
gtaatctgct
caagagctac
actgtccttc
acatacctcg
cttaccgggt
gggggttcgt
cagcgtgagc
gtaagcggca
tatctttata

tcgtcagggg
gccttttget

caaataaaac
gtgaacgctc
cggcccggag
aaggccatcc
aaatacattc
attgaaaaag
cggcattttg
aagatcagtt
ttgagagttt
gtggcgcggt
attctcagaa
tgacagtaag
tacttctgac
atcatgtaac
agcgtgacac
aactacttac
caggaccact
ccggtgagceg
gtatcgtagt
tcgctgagat
atatacttta
tttttgataa
accccgtaga
gcttgcaaac
caactctttt
tagtgtagcc
ctctgctaat
tggactcaag
gcacacagcc
tatgagaaag
gggtcggaac
gtcctgtcgg
ggcggagcct
ggccttttgc

gaaaggctca
tcctgagtag
ggtggcgggc
tgacggatgg
aaatatgtat
gaagagtatg
ccttcctgtt
gggtgcacga
tcgccccgaa
attatcccgt
tgacttggtt
agaattatgc
aacgatcgga
tcgecttgat
cacgatgcct
tctagcettcc
tctgcgeteg
tgggtctcgce
tatctacacg
aggtgcctca
gattgattta
tctcatgacc
aaagatcaaa
aaaaaaacca
tccgaaggta
gtagttaggc
cctgttacca
acgatagtta
cagcttggag
cgccacgctt
aggagagcgc
gtttcgccac
atggaaaaac

tcacatgttc

ES 2387280 Bl

gtcgaaagac
gacaaatccg
aggacgcccg
cctttttgcg
ccgctcatga
agtattcaac
tttgctcacc
gtgggttaca
gaacgttttc
gttgacgccg
gagtactcac
agtgctgcca
ggaccgaagg
cgttgggaac
gtagcaatgg
cggcaacaat
gcccttecgg
ggtatcattg
acggggagtc
ctgattaagc
aaacttcatt
aaaatccctt
ggatcttctt
ccgctaccag
actggcttca
caccacttca
gtggctgctg
ccggataagg
cgaacgacct
cccgaaggga
acgagggagc
ctctgacttg
gccagcaacg

tttcctgegt

13

tgggcctttc
¢cgggagcgg
ccataaactg
tttctacaaa
gacaataacc
atttccgtgt
cagaaacgct
tcgaactgga
caatgatgag
ggcaagagca
cagtcacaga
taaccatgag
agctaaccgc
cggagctgaa
caacaacgtt
taatagactg
ctggctggtt
cagcactggg
aggcaactat
attggtaact
tttaatttaa
aacgtgagtt
gagatccttt
cggtggtttg
gcagagcgca
agaactctgt
ccagtggcga
cgcagcggtc
acaccgaact
gaaaggcgga
ttccaggggg
agcgtcgatt
cggccttttt

tatcccctga

gttttatctg
atttgaacgt
ccaggcatca
ctctttttgt
ctgataaatg
cgcccttatt
ggtgaaagta
tctcaacagc
cacttttaaa
actcggtcgc
aaagcatctt
tgataacact
ttttttgcac
tgaagccata
gcgcaaacta
gatggaggcg
tattgctgat
gccagatggt
ggatgaacga
gtcagaccaa
aaggatctag
ttcgttccac
ttttctgcge
tttgccggat
gataccaaat
agcaccgcct
taagtcgtgt
gggctgaacg
gagataccta
caggtatccg
aaacgcctgg
tttgtgatgc
acggttcctg

ttctgtggat

2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020


PC076
Nota adhesiva
None definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
None definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC076


aaccgtatta
agcgagtcag
ctgtgcggta
tagttaagcc
acccgccaac
gacaagctgt
aacgcgcgag
gtcaaatgga
tctgattcgt
cggcacggaa
gttgatcgtc
aaagcagctt
actgctggceg
tggcgatatc
cccgattatc
attgctcaag
taatgatttg
accccgtatt
gaaagtaaac
tctctectgg
ttttcaccac
gtcggtcgat
gatgggcatt
tcatactccc
<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

10
90
DNA

ccgcctttga
tgagcgagga
tttcacaccg
agtatacact
acccgctgac
gaccgtctcc
gcagcagatc
cgaagcaggg
taccaattat
ctcgctcggg
aaaaccaaca
cgcctggcetg
gaaaagatgt
aaaattgctg
catcggtgga
cagatttatc
cccaaacagg
ggcaaatatt
ccactggtga
cgggaacagc
cccctgaccg
aaaaaaatcg
aaacgagtat

gccattcaga

gtgagctgat
agcggaagag
catatggtgc
ccgctatcgce
gcgeccctgac
gggagctgca
aattcgcgcg
attctgcaaa
gacaacttga
ctggccccgg
ttgcgaccga
atacgttggt
gacagacgcg
tctgccaggt
tggagcgact
gccagcaget
tcgctgaaat
gacggccagt
taccattcgc
aaaatatcac
cgaatggtga
agataaccgt

cccggcagcea

g

Artificial Sequence

ES 2387280 Bl

accgctcgec
cgcctgatgce
actctcagta
tacgtgactg
gggcttgtct
tgtgtcagag
cgaaggcgaa
ccctatgcta
cggctacatc
tgcatttttt
cggtggcgat
cctcgcgeca
acggcgacaa
gatcgctgat
cgttaatcgc
ccgaatagcg
gcggctggtg
taagccattc
gagcctccgg
ccggtcggea
gattgagaat
tggcctcaat

ggggatcatt

gcagccgaac
ggtattttct
caatctgctc
ggtcatggct
gctcccggea
gttttcaccg
gcggcatgca
ctccgtcaag
attcactttt
aaatacccgc
aggcatccgg
gcttaagacg
gcaaacatgc
gtactgacaa
ttccatgegce
cccttcecct
cgcttcatcc
atgccagtag
atgacgaccg
aacaaattct
ataacctttc
cggcgttaaa

ttgcgcttca

y para la diana de corte de la enterokinasa

<400> 10

gaccgagcgc
ccttacgcat
tgatgccgcea
gcgccccgac
tccgcttaca
tcatcaccga
taatgtgcct
ccgtcaattg
tcttcacaac
gagaaataga
gtggtgctca
ctaatcccta
tgtgcgacgc
gcctcgcgta
cgcagtaaca
tgcccggegt
gggcgaaaga
gcgcgceggac
tagtgatgaa
cgtccctgat
attcccagcg
cccgecacca

gccatacttt

gaagttctgt tccaggggcc ccatcaccat caccatcacc atcaccatca cgatgacgat

gacaagtttt ccagcatggg tagctatcca

<210> 11
<211> 30
<212> DNA

14

4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5421

Cebador directo con la secuencia que codifica para 10 histidinas

60
90


PC076
Nota adhesiva
None definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
None definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC076


ES 2387280 Bl

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Cebador inverso que hibrida con la secuencia que codifica para la
diana de corte de pre-Scission

<400> 11

aaagctagcg ggcccctgga acagaacttc 30

<210> 12

<211> 30

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Cebador directo para distinguir pPRETOP4-Tfam de pTOP-Tfam

<400> 12

ctaggctgga agttctgttc caggggcccg 30

<210> 13

<211> 37

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Cebador inverso para distinguir pPRETOP4-Tfam de pTOP-Tfam

<400> 13

ttttgaattc ctctttatac ttgctcacag cttcttt 37

<210> 14

<211> 22

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Cebador directo para comprobar el vector pTOP-Tfam

<400> 14

gaccaaagcc atgacaaaaa cg 22

<210> 15

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Cebador inverso para comprobar el vector pTOP-Tfam

<400> 15

tcgacggcgc tattcagatc 20

<210> 16

<211> 36

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Cebador directo de clonacidén de PCBP1 en pTOP

<400> 16

cacgatgacg atgacaagga tgccggtgtg actgaa 36

15


PC076
Nota adhesiva
None definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
None definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC076


<210> 17
<211> 33
<212> DNA
<213>
<220>
<223>

<400> 17

Artificial Sequence

atgacaactc cgtcttccct agctgcaccc cat

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

<220>
<223>

<400> 18
aagaaaccaa

18
5918
DNA

tctcgctaac
aagccatgac
attatttgca
atcctacctg
taacaggagg
agatcttccc
cttttggaat
aaatggcgaa
gatggtgatg
aacatgttgg
ttggatatta
gttgattttc
aaaacatatt
gatgttgttt
aaaaaacgta
gcatggcctt
gatctggaag
gacgatgaca
cttcttatge
aggatccgcg
atcatcactc

aagctggagg

ttgtccatat
caaaccggta
aaaaacgcgt
cggcgtcaca
acgcttttta
aattaaccat
ctatactagg
atcttgaaga
acaaaaagtt
ttaaattaac
gtggttgtcc
gatacggtgt
ttagcaagct
taaatggtga
tatacatgga
ttgaagctat
tgcagggctg
ttctgttcca
aggatgccgg
acggaaagga
aggagagtgg
tgaccggccc

aagatatcaa

Artificial Sequence

Secuencia de pTOP-PCBP1

tgcatcagac
accccgctta
aacaaaagtg
ctttgctatg
tcgcaactct
gggccaccac
ttattggaaa
aaaatatgaa
tgaattgggt
acagtctatg
aaaagagcgt
ttcgagaatt
acctgaaatg
tcatgtaacc
cccaatgtgc
cccacaaatt
gcaagccacg
ggggccccat
tgtgactgaa
agtaggaagc
cgcgcggatc
caccaatgcc

cagctccatg

attgccgtca
ttaaaagcat
tctataatca
ccatagcatt
ctactgtttc
catcaccacc
attaagggcc
gagcatttgt
ttggagtttc
gccatcatac
gcagagattt
gcatatagta
ctgaaaatgt
catcctgact
ctggatgcgt
gataagtact
tttggtggtg
caccatcacc
agtggactaa
atcattggga
aacatctcgg
atctttaagg

accaacagta

16

ES 2387280 Bl

Cebador inverso de clonacién de PCBP1 en pTOP

ctgcgtcttt
tctgtaacaa
cggcagaaaa
tttatccata
tccatacccg
accatcatca
ttgtgcaacc
atgagcgcga
ccaatcttcc
gttatatagc
caatgcttga
aagactttga
tcgaagatcg
tcatgttgta
tcccaaaatt
tgaaatccag
gcgaccatcc
atcaccatca
atgtgactct
agaaagggga

aggggaattg
ctttcgctat

ccgcggcecag

tactggctct
agcgggacca
gtccacattg
agattagcgg
ttttttgggc
tcatggcggc
cactcgactt
tgaaggtgat
ttattatatt
tgacaagcac
aggagcggtt
aactctcaaa
tttatgtcat
tgacgctctt
agtttgtttt
caagtatata
tccaaaatcg
ccatcacgat
caccattcgg
gtcggttaag
tccggagaga
gatcatcgac

caggcccccg

33

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380


PC076
Nota adhesiva
None definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
None definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC076


gtcaccctga
tgtaagatca
ctgcccaact
tgtgtcaagc
gtcatgacca
caagatcggt
cctctagatg
ctgaaccagg
gccggaattg
actcaaacca
caaggcgcca
ccagtggaag
ctggcccagt
ggaagacgga
gaggatctga
agcttggctg
gcagaagcgg
accccatgec
atgcgagagt
gcctttegtt
ggagcggatt
taaactgcca
ctacaaactc
aataaccctg
tccgtgtege
aaacgctggt
aactggatct
tgatgagcac
aagagcaact
tcacagaaaa
ccatgagtga
taaccgcttt
agctgaatga

caacgttgcg

ggctggtggt
aagagatccg
ccaccgagcg
agatttgcct
ttccgtacca
gcagcgacgc
cctactcgat
tggcaagaca
actccagctc
cccatgaact
acattaatga
gctcctctgg
atctaatcaa
gttgtcattg
atagcgccgt
ttttggcgga
tctgataaaa
gaactcagaa
agggaactgc
ttatctgttg
tgaacgttgc
ggcatcaaat
tttttgttta
ataaatgctt
ccttattccc
gaaagtaaaa
caacagcggt
ttttaaagtt
cggtcgccgce
gcatcttacg
taacactgcg
tttgcacaac
agccatacca

caaactatta

gccggecacc
cgagagtacg
ggccatcacc
ggtcatgctg
gcccatgecg
tgcgggctac
tcaaggacaa
acagtctcac
tccagaggtg
caccattcca
gatccgccag
taggcaggtt
tgccaggctt
gaattcgaag
cgaccatcat
tgagagaaga
cagaatttgc
gtgaaacgcc
caggcatcaa
tttgtcggtg
gaagcaacgg
taagcagaag
tttttctaaa
caataatatt
ttttttgcgg
gatgctgaag
aagatccttg
ctgctatgtg
atacactatt
gatggcatga
gccaacttac
atgggggatc
aacgacgagc

actggcgaac

ES 2387280 Bl

cagtgcggct
ggggcgcagg
atcgctggcg
gagacgctct
gccagctccc
ccccatgeca
cacaccattt
tttgccatga
aaaggctatt
aataacttaa
atgtccgggg
actatcactg
tcctctgaga
cttgggcccg
catcatcatc
ttttcagcct
ctggcggcag
gtagcgccga
ataaaacgaa
aacgctctcc
cccggagggt
gccatcctga
tacattcaaa
gaaaaaggaa
cattttgcct
atcagttggg
agagttttcg
gcgcggtatt
ctcagaatga
cagtaagaga
ttctgacaac
atgtaactcg
gtgacaccac

tacttactct

17

ccctgattgg
tccaggtggce
tgccgcagtc
cccagtctcc
cagtcatctg
cccatgacct
ctccgctcga
tgcacggcgg
gggcaagttt
ttggctgcat
cccagatcaa
gctctgctgce
agggcatggg
aacaaaaact
attgagttta
gatacagatt
tagcgcggtg
tggtagtgtg
aggctcagtc
tgagtaggac
ggcgggcagg
cggatggcct
tatgtatccg
gagtatgagt
tcctgttttt
tgcacgagtg
ccccgaagaa
atcccgtgtt
cttggttgag
attatgcagt
gatcggagga
ccttgatcgt
gatgcctgta

agcttcccgg

gaaaggcggy
gggggatatg
tgtcaccgag
gcaagggaga
¢gcgggcggc
ggagggacca
tctggccaag
gaccggattc
ggatgcatct
aatcgggcgc
aattgccaac
cagtattagt
gtgcagctag
catctcagaa
aacggtctcc
aaatcagaac
gtcccacctg
gggtctcccc
gaaagactgg
aaatccgccg
acgcccgceca
ttttgcgttt
ctcatgagac
attcaacatt
gctcacccag
ggttacatcg
cgttttccaa
gacgccgggc
tactcaccag
gctgccataa
ccgaaggagc
tgggaaccgg
gcaatggcaa

caacaattaa

1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420


PC076
Nota adhesiva
None definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
None definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC076


tagactggat
gctggtttat
cactggggcc
caactatgga
ggtaactgtc
aatttaaaag
gtgagttttc
atcctttttt
tggtttgttt
gagcgcagat
actctgtagc
gtggcgataa
agcggtcggg
ccgaactgag
aggcggacag
cagggggaaa
gtcgattttt
cctttttacg
cccctgattce
gccgaacgac
attttctcct
tctgctctga
catggctgcg
cccggeatec
ttcaccgtca
gcatgcataa
cgtcaagccg
cactttttct
tacccgcgag
catccgggtg
taagacgcta
aacatgctgt
ctgacaagcc

catgcgccgc

ggaggcggat
tgctgataaa
agatggtaag
tgaacgaaat
agaccaagtt
gatctaggtg
gttccactga
tctgcgegta
gccggatcaa
accaaatact
accgcctaca
gtcgtgtctt
ctgaacgggg
atacctacag
gtatccggta
cgcctggtat
gtgatgctcg
gttcctggec
tgtggataac
cgagcgcagc
tacgcatctg
tgccgcatag
ccccgacacc
gcttacagac
tcaccgaaac
tgtgcctgtc
tcaattgtct
tcacaaccgg
aaatagagtt
gtgctcaaaa
atccctaact
gcgacgctgg
tcgcgtaccc

agtaacaatt

aaagttgcag
tctggagcecg
ccctcccgta
agacagatcg
tactcatata
aagatccttt
gcgtcagacc
atctgctgct
gagctaccaa
gtccttctag
tacctcgctc
accgggttgg
ggttcgtgca
cgtgagctat
agcggcaggg
ctttatagtc
tcaggggggc
ttttgctggc
cgtattaccg
gagtcagtga
tgcggtattt
ttaagccagt
cgccaacacc
aagctgtgac
gcgcgaggca
aaatggacga
gattcgttac
cacggaactc
gatcgtcaaa
gcagcttcgce
gctggcggaa
cgatatcaaa
gattatccat

gctcaagcag

ES 2387280 Bl

gaccacttct
gtgagcgtgg
tcgtagttat
ctgagatagg
tactttagat
ttgataatct
ccgtagaaaa
tgcaaacaaa
ctctttttcc
tgtagccgta
tgctaatcct
actcaagacg
cacagcccag
gagaaagcgc
tcggaacagg
ctgtcgggtt
ggagcctatg
cttttgctca
cctttgagtg
gcgaggaagc
cacaccgcat
atacactccg
cgctgacgcg
cgtctccggg
gcagatcaat
agcagggatt
caattatgac
gctcgggctg
accaacattg
ctggctgata
aagatgtgac
attgctgtct
cggtggatgg
atttatcgcc

18

gcgectcggec
gtctcgcggt
ctacacgacg
tgcctcactg
tgatttaaaa
catgaccaaa
gatcaaagga
aaaaccaccg
gaaggtaact
gttaggccac
gttaccagtg
atagttaccg
cttggagcga
cacgcttccc
agagcgcacg
tcgccacctc
gaaaaacgcc
catgttcttt
agctgatacc
ggaagagcgc
atggtgcact
ctatcgctac
ccctgacggg
agctgcatgt
tcgcgegega
ctgcaaaccc
aacttgacgg
gcceceggtgce
cgaccgacgg
cgttggtcct
agacgcgacg
gccaggtgat
agcgactcgt

agcagctccg

cttccggcetg
atcattgcag
gggagtcagg
attaagcatt
cttcattttt
atcccttaac
tcttcttgag
ctaccagcgg
ggcttcagca
cacttcaaga
gctgctgcca
gataaggcgc
acgacctaca
gaagggagaa
agggagcttc
tgacttgagc
agcaacgcgg
cctgcgttat
gctcgccgea
ctgatgcggt
ctcagtacaa
gtgactgggt
cttgtctgct
gtcagaggtt
aggcgaagcg
tatgctactc
ctacatcatt
attttttaaa
tggcgatagg
cgcgccaget
gcgacaagca
cgctgatgta
taatcgcttc

aatagcgccc

3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460


PC076
Nota adhesiva
None definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
None definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC076


ttcceccttge
ttcatccggg
ccagtaggcg
acgaccgtag
aaattctcgt
acctttcatt
cgttaaaccc
cgcttcagcc
<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 19
aagaaaccaa

19
5460
DNA

tctcgctaac
aagccatgac
attatttgca
atcctacctg
ctaacaggag
cagatcttcc
tcttttggaa
taaatggcga
tgatggtgat
caacatgttg
tttggatatt
agttgatttt
taaaacatat
tgatgttgtt
taaaaaacgt
agcatggcct
ggatctggaa
tgacgatgac
tcgattttcc

agaattggtt

ccggcgttaa
cgaaagaacc
cgcggacgaa
tgatgaatct
ccctgatttt
cccagcggtc
gccaccagat

atacttttca

ttgtccatat
caaaccggta
aaaaacgcgt
cggcgtcaca
acgcttttta
gaattaacca
cctatactag
tatcttgaag
aacaaaaagt
gttaaattaa
ggtggttgtc
agatacggtg
cttagcaagc
ttaaatggtg
ttatacatgg
attgaagcta
ttgcagggct
gttctgttcc
aagttttcca
acagaacagc

aggaaaattg

tgatttgccc
ccgtattggc
agtaaaccca
ctcctggegg
tcaccacccc
ggtcgataaa
gggcattaaa

tactcccgcec

Artificial Sequence

tgcatcagac
accccgctta
aacaaaagtg
ctttgctatg
tcgcaactct
tgggccacca
gttattggaa
aaaaatatga
ttgaattggg
cacagtctat
caaaagagcg
tttcgagaat
tacctgaaat
atcatgtaac
acccaatgtg
tcccacaaat
ggcaagccac
aggggcccca
gcatgggtag
tacccaaatt

cagccctgtg
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aaacaggtcg
aaatattgac
ctggtgatac
gaacagcaaa
ctgaccgcga
aaaatcgaga
cgagtatccc

attcagag

Secuencia del plasmido pTOP-Tfam

attgccgtca
ttaaaagcat
tctataatca
ccatagcatt
ctactgtttc
ccatcaccac
aattaagggc
agagcatttg
tttggagttt
ggccatcata
tgcagagatt
tgcatatagt
gctgaaaatg
ccatcctgac
cctggatgcg
tgataagtac
gtttggtggt
tcaccatcac
ctatccaaag

taaagctaaa

gagggagcta

19

ctgaaatgcg
ggccagttaa
cattcgcgag
atatcacccg
atggtgagat
taaccgttgg

ggcagcaggg

ctgcgtcttt
tctgtaacaa
cggcagaaaa
tttatccata
tccatacccg
caccatcatc
cttgtgcaac
tatgagcgcg
cccaatcttc
cgttatatag
tcaatgcttg
aaagactttg
ttcgaagatc
ttcatgttgt
ttcccaaaat
ttgaaatcca
ggcgaccatc
catcaccatc
aaacctatga
cacccagatg

ccagaagcag

gctggtgcgce
gccattcatg
cctccggatg
gtcggcaaac
tgagaatata
cctcaatcgg

gatcattttg

tactggctct
agcgggacca
gtccacattg
agattagcgg
tttttttggg
atcatggcgg
ccactcgact
atgaaggtga
cttattatat
ctgacaagca
aaggagcggt
aaactctcaa
gtttatgtca
atgacgctct
tagtttgttt
gcaagtatat
ctccaaaatc
accatcacga
gttcatacct
caaaactttc

aaaaaaaggt

5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5918

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

1020
1080
1140
1200
1260


PC076
Nota adhesiva
None definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
None definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC076


ttatgaagct
agagcagcta
aaaaaagaaa
tcgttcageca
tcagggaaaa
ggcatatatt
ggaagagcag
cggagacatc
cgaacaaaaa
tcattgagtt
ctgatacaga
agtagcgcgg
gatggtagtg
aaaggctcag
cctgagtagg
gtggcgggca
gacggatggc
aatatgtatc
aagagtatga
cttcctgttt
ggtgcacgag
cgccccgaag
ttatcccgtg
gacttggttg
gaattatgca
acgatcggag
cgccttgatc
acgatgcctg
ctagcttccc
ctgcgctcgg
gggtctcgeg
atctacacga
ggtgcctcac

attgatttaa

gattttaaag
actccaagtc
gcactggtaa
tataacattt
ttgaagcttg
cagcttgcta
atggctgaag
tctgagcatt
ctcatctcag
taaacggtct
ttaaatcaga
tggtcccacc
tggggtctcc
tcgaaagact
acaaatccgc
ggacgcccgc
ctttttgcgt
cgctcatgag
gtattcaaca
ttgctcaccc
tgggttacat
aacgttttcc
ttgacgccgg
agtactcacc
gtgctgccat
gaccgaagga
gttgggaacc
tagcaatggc
ggcaacaatt
cccttceggce
gtatcattgc
cggggagtca
tgattaagca

aacttcattt

ctgagtggaa
agctgatggg
agagaagaga
atgtatctga
taaatgaggc
aagatgatag
ttggacgaag
aaggaagacg
aagaggatct
ccagcttggc
acgcagaagc
tgaccccatg
ccatgcgaga
gggcctttcg
¢gggagcgga
cataaactgc
ttctacaaac
acaataaccc
tttccgtgte
agaaacgctg
cgaactggat
aatgatgagc
gcaagagcaa
agtcacagaa
aaccatgagt
gctaaccgct
ggagctgaat
aacaacgttg
aatagactgg
tggctggttt
agcactgggg
ggcaactatg
ttggtaactg

ttaatttaaa
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agcatacaaa
tatggagaag
attaattttg
aagcttccag
ttggaaaaat
gattcgttac
tgatctcatc
gagttgtcat
gaatagcgcc
tgttttggcg
ggtctgataa
ccgaactcag
gtagggaact
ttttatctgt
tttgaacgtt
caggcatcaa
tctttttgtt
tgataaatgc
gcccttattc
gtgaaagtaa
ctcaacagcg
acttttaaag
ctcggtcgec
aagcatctta
gataacactg
tttttgcaca
gaagccatac
cgcaaactat
atggaggcgg
attgctgata
ccagatggta
gatgaacgaa
tcagaccaag

aggatctagg

20

gaagctgtga
gaggcccggce
cttggaaaac
gaggcaaagg
ctgtctcctg
gacaatgaaa
cgtcgaagtg
tggaattcga
gtcgaccatc
gatgagagaa
aacagaattt
aagtgaaacg
gccaggcatc
tgtttgtcgg
gcgaagcaac
attaagcaga
tatttttcta
ttcaataata
ccttttttge
aagatgctga
gtaagatcct
ttctgctatg
gcatacacta
cggatggcat
cggccaactt
acatggggga
caaacgacga
taactggcga
ataaagttgc
aatctggagc
agcccteccg
atagacagat
tttactcata

tgaagatcct

gcaagtataa
agagacggtt
caaaaagacc
atgattcggc
aggaaaagca
tgaagtcttg
tgaaacgatc
agcttgggcc
atcatcatca
gattttcagc
gcctggcggce
ccgtagcgcec
aaataaaacg
tgaacgctct
ggcccggagg
aggccatcct
aatacattca
ttgaaaaagg
ggcattttgc
agatcagttg
tgagagtttt
tggcgcggta
ttctcagaat
gacagtaaga
acttctgaca
tcatgtaact
gcgtgacacc
actacttact
aggaccactt
cggtgagcgt
tatcgtagtt
cgctgagata
tatactttag

ttttgataat

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300


PC076
Nota adhesiva
None definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
None definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC076


ctcatgacca
aagatcaaag
aaaaaaccac
ccgaaggtaa
tagttaggcc
ctgttaccag
cgatagttac
agcttggagc
gccacgcttc
ggagagcgca
tttcgccacc
tggaaaaacg
cacatgttct
tgagctgata
gcggaagagc
atatggtgca
cgctatcgct
cgccctgacg
ggagctgcat
attcgcgegce
ttctgcaaac
acaacttgac
tggccccggt
tgcgaccgac
tacgttggtc
acagacgcga
ctgccaggtg
ggagcgactc
ccagcagctc
cgctgaaatg
acggccagtt
accattcgcg

aaatatcacc

gaatggtgag

aaatccctta
gatcttcttg
cgctaccagc
ctggcttcag
accacttcaa
tggctgctgce
cggataaggc
gaacgaccta
ccgaagggag
cgagggagct
tctgacttga
ccagcaacgc
ttcctgegtt
ccgectegecg
gcctgatgeg
ctctcagtac
acgtgactgg
ggcttgtctg
gtgtcagagg
gaaggcgaag
cctatgctac
ggctacatca
gcatttttta
ggtggcgata
ctcgcgecag
cggcgacaag
atcgctgatg
gttaatcgct
cgaatagcgc
cggctggtgce
aagccattca
agcctccgga
cggtcggcaa

attgagaata

acgtgagttt
agatcctttt
ggtggtttgt
cagagcgcag
gaactctgta
cagtggcgat
gcagcggtcg
caccgaactg
aaaggcggac
tccaggggga
gcgtcgattt
ggccttttta
atcccctgat
cagccgaacg
gtattttctc
aatctgctct
gtcatggctg
ctccecggeat
ttttcaccgt
cggcatgcat
tccgtcaagc
ttcacttttt
aatacccgcg
ggcatccggg
cttaagacgc
caaacatgct
tactgacaag
tccatgcgcec
ccttccectt
gcttcatccg
tgccagtagg
tgacgaccgt
acaaattctc

taacctttca
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tcgttccact
tttctgcgeg
ttgccggatc
ataccaaata
gcaccgccta
aagtcgtgtc
ggctgaacgg
agatacctac
aggtatccgg
aacgcctggt
ttgtgatgct
cggttcctgg
tctgtggata
accgagcgca
cttacgcatc
gatgccgcat
cgccccgaca
ccgcttacag
catcaccgaa
aatgtgcctg
cgtcaattgt
cttcacaacc
agaaatagag
tggtgctcaa
taatccctaa
gtgcgacgct
cctcgegtac
gcagtaacaa
gccecggegtt
ggcgaaagaa
cgcgcggacg
agtgatgaat
gtccctgatt

ttcccagegg

21

gagcgtcaga
taatctgctg
aagagctacc
ctgtccttct
catacctcgc
ttaccgggtt
ggggttcgtg
agcgtgagct
taagcggcag
atctttatag
cgtcaggggg
ccttttgctg
accgtattac
gcgagtcagt
tgtgcggtat
agttaagcca
cccgccaaca
acaagctgtg
acgcgcgagg
tcaaatggac
ctgattcgtt
ggcacggaac
ttgatcgtca
aagcagcttc
ctgctggcgg
ggcgatatca
ccgattatcc
ttgctcaagc
aatgatttgc
cccecgtattg
aaagtaaacc
ctctcctggce
tttcaccacc

tcggtcgata

ccccgtagaa
cttgcaaaca
aactcttttt
agtgtagccg
tctgctaatc
ggactcaaga
cacacagccc
atgagaaagc
ggtcggaaca
tcctgtcggg
gcggagccta
gccttttget
cgcctttgag
gagcgaggaa
ttcacaccgc
gtatacactc
cccgetgacg
accgtctccg
cagcagatca
gaagcaggga
accaattatg
tcgectcgggce
aaaccaacat
gcctggectga
aaaagatgtg
aaattgctgt
atcggtggat
agatttatcg
ccaaacaggt
gcaaatattg
cactggtgat
gggaacagca
ccctgaccgce

aaaaaatcga

3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340


PC076
Nota adhesiva
None definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
None definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC076
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gataaccgtt ggcctcaatc ggcgttaaac ccgccaccag atgggcatta aacgagtatc 5400
ccggcagcag gggatcattt tgcgcttcag ccatactttt catactcccg ccattcagag 5460
<210> 20
<211> 37
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> Cebador directo de reamplificacion del inserto a clonar en pTOP
por CiPCR
<400> 20
tcaccatcac catcaccatc acgatgacga tgacaag 37
<210> 21
<211> 40
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> Cebador reverso de reamplificacion del inserto a clonar en pTOP
por CiPCR
<400> 21
gcccaagctt cgaattccaa tgacaactcc gtcttcctta 40
<210> 22
<211> 18
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> i )
<223> Parte 5  del cebador directo para la clonacidén del inseto por

CiPCR

<400> 22

cacgatgacg atgacaag 18
<210> 23

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220> i

<223> Parte 5  del cebador reverso de clonacidén del inserto por CiPCR

<400>

23

atgacaactc cgtcttcctt a 21

22
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INFORME DEL ESTADO DE LA TECNICA N° de solicitud: 201130235

Documentacion minima buscada (sistema de clasificacion seguido de los simbolos de clasificacion)

C12N, CO7K

Bases de datos electronicas consultadas durante la busqueda (nombre de la base de datos y, si es posible, términos de
busqueda utilizados)

INVENES, EPODOC, BIOSIS, MEDLINE, EMBASE, EBI
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201130235

Fecha de Realizacion de la Opinién Escrita: 22.02.2012

Declaracion

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 1-51 SI
Reivindicaciones NO

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones SI
Reivindicaciones 1-51 NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion 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 Opinién.-

La presente opinidn se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201130235

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinién.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion
D01 POLANOWSKA, J. et al., Biotechnigues, (2004), 36(5): 778-80, 782. 2004
D02 BURCKSTUMMER, T. et al., Nat. Methods, (2006), 3(12): 1013-9. 2006
D03 PUIG, O. et al., Methods, (2001), 24(3): 218-29. 2001
D04 XU, X. et al., Protein Expr. Purif., (2010), 72(2): 149-56. 2010
D05 LI, Y., Biotechnol. Appl. Biochem., (2010 Feb), 55(2): 73-83. 2010
D06 AUSTIN, B.P. et al., Methods Mol. Biol., (2009), 498: 157-72. 2009
D07 HONEY, S. et al., Nucleic Acids Res., (2001), 29(4): E24. 2001
D08 US 2006099710 A1 (DONNELLY et al.) 11.05.2006
D09 US 2008039616 A1 (SIGMA ALDRICH CO.) 14.02.2008
D10 TAGWERKER, C. et al., Mol. Cell Proteomics, (2006), 5(4): 737-48. 2006
D11 KANEKO, A. et al., Yeast, (2004), 21(12): 1025-33. 2004

En D1-D11 se describen estructuras polipeptidicas constituidas por secuencias marcadoras y secuencias de reconocimento
de una actividad proteasa para su aplicacion en el método TAP (‘Tandem Affinity Purification’) de purificacion de proteinas.

2. Declaracion motivada segin los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucién 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

1. NOVEDAD (Art. 4.1. y Art. 6.1. de la Ley de Patentes).

1.1. El objeto de la reivindicacion 1 consiste basicamente en una secuencia de nucleétidos que codifica tres marcadores (M,
N y O) y dos secuencias de reconocimiento de una proteasa (P y Q). En el estado de la técnica mas préximo,
constituido por los documentos D1-D11, no se ha divulgado ninguna secuencia que comparta las mismas
caracteristicas técnicas de la reivindicada en la solicitud de patente.

1.2. La presente invencion satisface el criterio establecido en el Art. 4.1. de la Ley de Patentes porque el objeto de la
invencion, definido en las reivindicaciones 1-51, es nuevo de acuerdo con el Art. 6.1. de la Ley de Patentes.

2. ACTIVIDAD INVENTIVA (Art. 4.1. y Art. 8.1. de la Ley de Patentes).
2.1. Reivindicacién independiente 1.

2.1.1. Los documentos D1-D3 constituyen el estado de la técnica mas proximo. En D1 se describe una secuencia constituida
por los epitopos HA, polihistidina (8xHis) y myc, y la secuencia del sitio de corte de la proteasa TEV; dispuestas segun
el siguiente orden: HA-8xHis-TEV-myc. Dicha secuencia, fusionada al extremo 3’ de un gen de interés, tiene
aplicacion en métodos de marcaje y purificacion de proteinas (c.f. D1: Figura 1). En D2 se analizan secuencias
constituidas por tres secuencias marcadoras (2xProA-CBP/SBP, 2xProG-CBP/SBP) y la secuencia de reconocimiento
TEV con aplicacion en métodos de marcaje y purificacion de proteinas (cf. D2: Resultados, Figura 1). En D3 se
divulgan analogamente una secuencia constituida por el epitopo ProA, la secuencia de corte de TEV, el epitopo CBP
y la secuencia de corte de la enteroquinasa (EK). La fusion de esta secuencia en el extremo 5’ de un gen de interés
facilita la purificacién del polipeptidico codificado (c.f. D2: Apartado 6.1.1; Figura 4).

2.1.2. El problema técnico a resolver por el objeto de la reivindicacion independiente 1 puede ser considerado, por
consiguiente, como la provision de una nueva secuencia de nucleétidos codificadora de secuencias marcadoras y de
reconocimiento de proteasas.

2.1.3. La solucion propuesta es la secuencia de la reivindicacion 1 que consiste basicamente en una secuencia de
nucleotidos que codifica tres marcadores (M, N y O) y dos secuencias de reconocimiento de una proteasa (P y Q).
Segun se descripcion, dichos elementos se disponen preferentemente en el siguiente orden: M-N-P-O-Q, lo que
facilita diferentes opciones de marcaje y purificacion de proteinas. En concreto, permite la purificacion de una proteina
fusionada a tres marcadores (M-N-P-O-Q), a un marcador (O-Q) o sin ningun tipo de marcador (cf. Pagina 6, linea 31-
Pagina 7, linea 7; Pagina 3, linea 20-Pagina 4, linea 2).

Basicamente, la diferencia técnica entre la secuencia de la invencion y las descritas en D1-D2 es la existencia de
un segundo elemento de reconocimiento de una proteasa (Q). No obstante, en D3 se describe la secuencia para el
marcaje y purificacion de proteinas caracterizada por los elementos ProA-TEV-CBP-EK, en donde TEV y EK son
secuencias de reconocimiento de unas proteasas. Por consiguiente, la secuencia descrita en D3 facilita la purificacion
de proteinas con los marcajes ProA y/o CBP, o sin ningun tipo de marcaje especifico.
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OPINION ESCRITA N° de solicitud: 201130235

Sobre la base del estado de la técnica mas proximo, representado por D1-D3, junto con los conocimientos de uso y
aplicacion habitual en este campo de la técnica (cf: D4-D11), se concluye que la solucion propuesta por la solicitud de
patente al problema técnico planteado seria evidente para el experto en la materia. Por ello, el objeto de la
reivindicacion independiente 1 puede considerarse que no es inventivo. Segun lo anteriormente expuesto, el objeto de
las reivindicaciones dependientes 2-51 también se considera que es no inventivo.

2.2. La presente invencion no satisface el criterio establecido en el Art. 4.1. de la Ley de Patentes porque el objeto de la
invencion, definido en las reivindicaciones 1-51, no implica actividad inventiva de acuerdo con el Art. 8.1. de la Ley de
Patente.
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