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DESCRIPCION

Construccion génica que codifica para el citocromo ¢ y procedimiento de obtencion.
Campo de la invencion

La invencion se relaciona, en general, con un procedimiento para la produccién de citocromo ¢ a partir de genes
sintéticos clonados en un sistema apropiado. La invencion también se refiere a construcciones génicas que comprenden
la secuencia codificante del citocromo ¢ unida a una secuencia que codifica un péptido sefal, vectores y células
hospedadoras apropiadas para la puesta en practica de dicho procedimiento.

Antecedentes de la invencion

El citocromo ¢ es una proteina soluble mitocondrial que participa en la cadena respiratoria de animales y plantas
y en la apoptosis. La proteina se sintetiza en forma de apoproteina de unos 12 kDa, que es transportada a través de la
membrana externa de la mitocondria y pasa a localizarse en el espacio intermembrana, donde la enzima citocromo ¢
hemo liasa cataliza la unién covalente de una molécula de hemo al extremo amino terminal, quedando constituida la
proteina funcional, con una estructura globular y un peso de 12,5 kDa aproximadamente.

En el espacio intermembrana de la mitocondria, el citocromo c realiza el transporte de electrones desde el complejo
citocromo c reductasa a la citocromo ¢ oxidasa en la cadena de transporte de electrones respiratoria, lo que proporciona
energia en forma de ATP para los procesos celulares dependientes de energia.

Aparte de la funcién mencionada, el citocromo ¢ es uno de los componentes claves en la respuesta celular a dafios
graves e infecciones, conocida como apoptosis o muerte celular programada. Mediante la apoptosis, los organismos
pluricelulares controlan su salud eliminando células que han sido dafiadas de modo irreversible por causas diversas y
limitan la extensién de las infecciones mediante el suicidio celular.

El citocromo c sale de la mitocondria al citosol en respuesta a una serie de estimulos que indican que la célula esta
estresada. Dichos estimulos causan la apertura de unos poros transitorios en la membrana mitocondrial, que permiten la
salida del citocromo c al citosol donde se une a otras moléculas (Apaf-1, procaspasa-9 y dATP), para formar el llamado
apoptosoma. Dicho apoptosoma activa la caspasa-9, que activa las caspasas-3, 6 y 7 que son enzimas efectoras de la
apoptosis.

Actualmente se relaciona la disfuncion en la apoptosis (por exceso o por defecto) con enfermedades degenerativas,
coronarias y con céncer, por lo que la produccién del citocromo ¢ humano tiene indudable interés para el desarrollo
de métodos diagndsticos (por ejemplo mediante el disefio de anticuerpos) o cualquier otra aplicacion terapéutica. En
cuanto a las plantas, la apoptosis es la respuesta a distintos tipos de estrés e infecciones, por lo que las aplicaciones de
métodos diagndsticos basados en niveles de citocromo c tiene interés en la optimizacion de cultivos. Por tales motivos,
seria conveniente disponer de un sistema que permitiera producir citocromo c, de cualquier especie, de forma sencilla
y econdmica, en las cantidades deseadas.

Tanaka et al. (J. Biochem., 1988, 103, 954-961) describen la produccién de citocromo ¢ humano en pequefias
cantidades (sélo realizan estudios analiticos) a partir de ADN complementario (ADNc) clonado en un pldsmido y
expresado en Saccharomyces cerevisiae.

Compendio de la invencion

Tal como se ha mencionado previamente, seria conveniente disponer de un sistema Util para producir, en las can-
tidades deseadas, citocromo ¢, de cualquier especie, de forma sencilla y econémica. Los inventores han observado
que es posible cumplir dicho objetivo mediante el desarrollo de una construccién génica que comprende una secuen-
cia de nucleédtidos que codifica para un citocromo ¢ fusionada por su extremo 5° al extremo 3’ de una secuencia de
nucledtidos que codifica para un péptido sefial.

Por tanto, en un aspecto, la invencién se relaciona con dicha construccién génica que comprende: (i) una primera
secuencia de 4cido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica para un citocromo c, y (ii)
una segunda secuencia de 4cido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica para un péptido
sefal, en donde el extremo 5’ de dicha primera secuencia de 4cido nucleico estd unido al extremo 3’ de dicha se-
gunda secuencia de dcido nucleico. Dicha construccién génica puede contener, ademads, secuencias de dcido nucleico
adicionales que incluyan un sitio de unién al ribosoma y una regién terminadora de la traduccion.

En otro aspecto, la invencidn se relaciona con un vector que comprende dicha construccién génica. Dicho vector
puede ser utilizado para transformar una célula hospedadora apropiada capaz de expresar la construccién génica de la
invencion.

En otro aspecto, la invencidn se relaciona, por tanto, con una célula hospedadora que comprende dicha construccién
o dicho vector.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2315039 Bl

En otro aspecto, la invencion se relaciona con un procedimiento para la produccion de citocromo ¢ que comprende
cultivar una célula hospedadora co-transformada con (i) un vector que comprende dicha a construccién génica y con
(i1) un vector que comprende los genes necesarios para la maduracidn del citocromo c, y, si se desea, aislar y purificar
el citocromo ¢ producido.

Un procedimiento como el proporcionado por esta invencion permite obtener citocromo ¢ de forma sencilla, eco-
némica y reproducible, en las cantidades deseadas.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 ilustra la secuencia de nucleétidos del gen sintético que codifica para el citocromo ¢ de Arabidopsis
sp. Los extremos cohesivos BamHI y EcoRI se incorporan a los extremos 5° y 3’ respectivamente de la construccién
para facilitar la insercion en el vector de expresion pBluescript IT (SK+) (PBS).

La Figura 2 muestra la secuencia de nucleétido del gen sintético que codifica para el citocromo ¢ humano. Los
extremos cohesivos BamHI y EcoRI se incorporaron a los extremos 5’ y 3’ respectivamente de la construccién para
facilitar la insercion en el vector de expresion pBS.

La Figura 3 ilustra los vectores pCitH y pCitA que se construyeron insertando el gen sintético en el sitio de clo-
nacién del plasmido pBS. El gen se encuentra bajo el control del promotor lac. Delante del gen se traduce primero un
fragmento truncado del gen lacZ, cuya sefial de fin de la traduccién (en negrita) se solapa con el inicio de la traduccién
del gen. En los recuadros punteados se muestran las secuencias de unidn a ribosomas. Tras el inicio de la traduccion del
gen aparece la secuencia AAA (en un recuadro) la cual se corresponde con un potenciador del inicio de la traduccién.

Descripcion detallada de la invencion

En un aspecto, la invencién se relaciona con una construccién génica, en adelante construccién génica de la inven-
cién, que comprende:

a) una primera secuencia de 4cido nucleico que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica para un
citocromo c, y

b) una segunda secuencia de 4cido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica para
un péptido sefial;

en donde el extremo 5’ de dicha primera secuencia de 4cido nucleico estd unido al extremo 3’ de dicha segunda
secuencia de 4cido nucleico.

La primera secuencia de dcido nucleico contiene la secuencia de nucleétidos que codifica para el citocromo ¢
respiratorio de cualquier especie. No obstante, en una realizacion particular, dicha primera secuencia de 4cido nucleico
se selecciona entre la secuencia de nucledtidos que codifica para el citocromo ¢ de Arabidopsis thaliana (SEQ ID NO:
1) y la secuencia de nucledtidos que codifica para el citocromo ¢ de Homo sapiens (SEQ ID NO: 12).

La segunda secuencia de dcido nucleico contiene la secuencia de nucleétidos que codifica para un péptido sefial.
Tal como se utiliza en esta descripcion, “péptido sefial” se refiere a una secuencia de aminodcidos presente en el
extremo amino terminal de formas precursoras (pre-proteinas) de proteinas de membrana o de proteinas que se ex-
portan o secretan al exterior celular (es decir, proteinas que sufren una translocacién desde su sitio de sintesis hasta
la membrana citoplasmadtica o a través de la misma) que es esencial para iniciar dicha translocacién aunque resulta
escindido durante la misma. En general, un péptido sefial comprende una secuencia de 15-30 restos de aminodcidos
de los cuales, en el extremo amino terminal suele haber uno o mas aminodcidos bdsicos, en la parte central suele
haber unos 6 6 7 aminoacidos hidr6fobos, y el extremo carboxilo terminal es hidréfilo y contiene la zona reconocida
y cortada por la peptidasa del lider. El aparato para la exportacién de la proteina consta de una serie de proteinas,
denominadas “proteinas Sec” (sistema secretor normal). Las principales proteinas Sec parece que forman un complejo
en la membrana citoplasmdtica. Durante su transito a través del sistema Sec, una proteasa especial, denominada endo-
peptidasa del lider o peptidasa Led rompe el final de la secuencia sefial de la pre-proteina y la proteina madura pasa al
otro lado de la membrana citoplasmdtica o queda en dicha membrana. Por tanto, dicho péptido sefial, codificado por
la segunda secuencia de 4cido nucleico de la construccién génica de la invencidn, interviene en el transporte a través
de la membrana de la proteina codificada por dicha primera secuencia de 4cido nucleico, asi como en su maduracion.
De forma mads concreta, en la presente invencion, el péptido sefial constituye una sefial celular para que la proteina
a la que estd unida (citocromo c) sea transportada a través de la membrana citoplasmatica y, a la vez, el sistema de
maduracién separe a la proteina de dicho péptido sefial mediante el reconocimiento de una secuencia de corte para
rendir la proteina madura (citocromo c). Pricticamente cualquier péptido sefial susceptible de ser reconocido por un
sistema de expresion apropiado, tal como un sistema de expresion procariota o eucariota, podria ser utilizado en la
presente invencion. No obstante, en una realizacién particular, dicho sistema de expresion es un sistema de expresion
procariota y dicho péptido sefial puede ser un péptido sefial perteneciente al sistema Sec (reconocido y madurado
correctamente por sistemas procariotas) o péptidos sefial de otros sistemas de transporte, tales como los de las hi-
drogenasas. A modo ilustrativo, dicho péptido sefal podria ser, por ejemplo, el péptido sefial de la lipoproteina de
Serratia marcesens, el de la proteina de unién a maltosa MalE, el de la 8-lactamasa de Staphylococcus aureus, el de la
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proteina transportadora PhoE (OmpE) de Escherichia coli, el de la fosfatasa alcalina PhoA, etc. No obstante, en una
realizacion particular, dicha segunda secuencia de dcido nucleico de la construccién génica de la invencién comprende
la secuencia de nucleétidos que codifica para el péptido sefial del citocromo ¢4 de Anabaena sp. (SEQ ID NO: 2).

La construccién génica de la invencién puede contener, ventajosamente, secuencias de dcido nucleico adicionales
utiles para aumentar la produccién y/o para facilitar la purificacién del citocromo ¢ codificado por dicha primera
secuencia de 4cido nucleico presente en la construccion génica de la invencion.

Por tanto, en una realizacion particular, la construcciéon génica de la invencién comprende, ademds de dichas
primera y segunda secuencias de 4cido nucleico, una tercera secuencia de dcido nucleico que comprende una secuencia
de nucleétidos que define un sitio de unién al ribosoma, en donde el extremo 3’ de dicha tercera secuencia de dcido
nucleico estd unido al extremo 5’ de dicha segunda secuencia de acido nucleico. El sitio de unién al ribosoma, que
precede a la region codificante en el ARN mensajero (ARNm), comprende la region a la que se une el ribosoma para
comenzar la traduccién. Adicionalmente, si se desea, dicha tercera secuencia de dcido nucleico puede incluir una
regién potenciadora del inicio de la traduccion.

En otra realizacion particular, la construccidon génica de la invencién comprende, ademds de dichas primera y
segunda secuencias de dcido nucleico, una cuarta secuencia de dcido nucleico que comprende una secuencia de nu-
cleétidos que define una regién terminadora de la traduccién, en donde el extremo 5’ de dicha cuarta secuencia de
acido nucleico estd unido al extremo 3’ de dicha primera secuencia de dcido nucleico.

En otra realizacién particular, la construccidon génica de la invencién comprende, ademds de dichas primera y
segunda secuencias de dcido nucleico, dichas tercera y cuarta secuencias de dcido nucleico previamente definidas. En
este caso, dichas tercera y cuarta secuencias de dcido nucleico estdn separadas entre si por dichas primera y segunda
secuencias de acido nucleico. A modo ilustrativo, el extremo 3’ de dicha tercera secuencia de acido nucleico esta unido
al extremo 5’ de dicha segunda secuencia de dcido nucleico y, a su vez, dicha segunda secuencia de dcido nucleico
estd unida por su extremo 3’ al extremo 5’ de dicha primera secuencia de 4cido nucleico, la cudl se encuentra, a su
vez, unida por su extremo 3’ al extremo 5’ de dicha cuarta secuencia de dcido nucleico.

Para facilitar el clonaje de la construccion génica de la invencién en un vector, dicha construccién génica de la in-
vencién puede contener, ventajosamente, una secuencia de 4cido nucleico que define una secuencia de reconocimiento
de una primera enzima de restriccién en el extremo 5’ de la construccién génica de la invencidn, y otra secuencia de
dcido nucleico que define una secuencia de reconocimiento de una segunda enzima de restriccion en el extremo 3’ de
dicha construccidn, en donde dichas primera y segunda enzimas de restriccion pueden reconocer dianas de restriccién
iguales o diferentes. En una realizacion particular de la invencion, la construccién génica de la invencién comprende,
en su extremo 5’°, una secuencia de nucledtidos que define una diana de restriccion para la enzima EcoRl y, en su
extremo 3’, una secuencia de nucleétidos que define una diana de restriccién para la enzima BamHI.

La construccion génica de la invencion puede obtenerse mediante el empleo de técnicas ampliamente conocidas en
el estado de la técnica por los expertos en la materia (Sambrook et al. (1989). Molecular cloning: a laboratory manual.
2% ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor Laboratory, NY.).

La construccién génica de la invencién puede ser insertada en un vector apropiado. Por tanto, en otro aspecto, la
invencidn se relaciona con un vector que comprende dicha construccién génica de la invencidén. La eleccién del vector
dependera de la célula hospedadora en la que se va a introducir posteriormente. A modo ilustrativo, el vector donde
se introduce la construccién génica proporcionada por la invencién puede ser un plasmido o un vector que, cuando se
introduce en la célula hospedadora, se integra o no en el genoma de dicha célula. La obtencién de dicho vector puede
realizarse por métodos convencionales conocidos por los técnicos en la materia (Sambrook et al. (1989) citado supra).

El vector de la invencién puede ser utilizado para transformar células susceptibles de ser transformadas por dicho
vector. Por tanto, en otro aspecto, la invencion se relaciona con una célula hospedadora que comprende la construccién
génica de la invencion o un vector proporcionado por esta invencidn, que ha sido transformada con dicho vector
proporcionado por esta invencién. En general, dicha célula hospedadora proporcionada por esta invencion es capaz de
expresar la secuencia de 4cido nucleico codificante del citocromo ¢ y del péptido sefial presentes en la construccién
génica de la invencién.

Aunque dicha célula hospedadora puede ser una célula eucariota, en una realizacion preferida de esta invencidn, la
célula a transformar es una célula procariota, tal como una bacteria, que puede ser Gram positiva o Gram negativa, tal
como Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida, Salmonella tiphymurium, etc. En una realizacién particular, la
bacteria transformada es Escherichia coli.

Cuando la célula a transformar con el vector proporcionado por esta invencién es una célula eucariota, por ejem-
plo, una levadura, habria que utilizar plasmidos, codones, secuencias de unién al ribosoma y sefiales de transporte y
maduracién propias de dichas células eucariotas.

La construccion génica de la invencién puede ser utilizada para producir una proteina eucariota (citocromo c)
en una célula hospedora. Dicha célula hospedadora puede ser una célula eucariota o, ventajosamente, una célula
procariota.
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El citocromo c lleva como grupo prostético un grupo hemo que la célula hospedadora ha de producir e incorporar
a la apoproteina para obtener la proteina madura. Por tanto, para producir citocromo c¢ es necesario que la célula
hospedadora exprese la maquinaria celular requerida para el transporte y la unién del grupo hemo a la proteina y para
el correcto plegamiento y maduracion de ésta, lo que puede conseguirse co-transformado la célula hospedadora que
comprende la construccion génica de la invencion o el vector proporcionado por la invencion con un segundo vector
que comprende los genes necesarios para la maduracién del citocromo c. En una realizacién particular, dicho segundo
vector que incluye los genes necesarios para llevar a cabo la maduracidon del citocromo ¢ comprende los genes ccm de
E. coli que, como es conocido, son necesarios para la maduracion de citocromo ¢ en el periplasma de E. coli.

Por tanto, en otro aspecto, la invencién se relaciona con una célula hospedadora que comprende la construccién
génica de la invencidn o un vector proporcionado por la invencién y un segundo vector que comprende los genes
necesarios para la maduracién del citocromo c, tal como los genes ccm. Dicha célula hospedadora puede obtenerse
mediante co-transformacién con un vector proporcionado por la invencién y con un segundo vector que comprende
los genes necesarios para la maduracién del citocromo c. En una realizacién particular, dicha célula hospedadora co-
transformada con dichos vectores es una célula procariota, tal como una bacteria, por ejemplo, E. coli.

En otro aspecto, la invencién se relaciona con un procedimiento para producir citocromo c¢, en forma de protei-
na madura, que comprende cultivar una célula hospedadora proporcionada por esta invencidn bajo condiciones que
permiten la produccién de dicho citocromo c. Las condiciones para llevar a cabo y optimizar el cultivo de la célula
hospedadora de la invencién, dependeran de la célula hospedadora utilizada, y son conocidas por los expertos en la
materia.

De forma mas concreta, la invencién proporciona un procedimiento para producir citocromo ¢ que comprende:

a) co-transformar una célula hospedadora con (i) un vector proporcionado por esta invencién que comprende
la construccién génica de la invencidn y con (ii) un vector que comprende los genes necesarios para la
maduracién del citocromo c, tal como los genes ccm;

b) cultivar una célula hospedadora co-transformada segtn la etapa a), bajo condiciones que permiten la expre-
sién de la secuencia de nucleétidos que codifica para el citocromo ¢ fusionado al péptido sefial, y

c) si se desea, aislar y purificar el citocromo c.

La co-transformacién de dicha célula hospedadora con dichos vectores puede realizarse por métodos convenciona-
les conocidos por los técnicos en la materia (Sambrook et al. (1989) citado supra). Las condiciones para llevar a cabo
y optimizar el cultivo de la célula hospedadora dependen de la célula hospedadora utilizada y son conocidas por los
expertos en la materia. Asimismo, el citocromo ¢ producido puede ser, si se desea, aislado y purificado mediante pro-
cedimientos convencionales conocidos por los expertos en la materia. En el Ejemplo 1.4 se describe un procedimiento
para aislar y purificar citocromo ¢ de A. thaliana y citocromo ¢ humano.

Précticamente cualquier citocromo ¢, de cualquier especie, tanto animal (incluida el hombre) como vegetal, puede
ser obtenido mediante el procedimiento proporcionado por esta invencion. Para ello, basta con insertar la secuencia
de 4cido nucleico que codifica para el citocromo ¢ deseado. Dicha secuencia es conocida o puede ser obtenida en las
bases de datos o bien puede ser obtenida en base a la informacién de secuencias ort6logas en otras especies cuyas
secuencias codificantes del citocromo c, o la secuencia de aminoacidos del citocromo ¢, sean conocidas.

En una realizacion particular, el citocromo ¢ producido mediante el procedimiento proporcionado por esta inven-
cidn es citocromo ¢ humano (H. sapiens) o citocromo c de A. thaliana.

El citocromo ¢ producido segtin el procedimiento de esta invencidon puede ser utilizado en cualquiera de sus apli-
caciones habituales. A modo ilustrativo, el citocromo ¢ humano puede ser utilizado, por ejemplo, en el desarrollo de
métodos diagndsticos contra enfermedades degenerativas y coronarias; asimismo, el citocromo c¢ de A. thaliana puede
ser utilizado en la optimizacion de cultivos en el caso de vegetales.

El siguiente ejemplo sirve para ilustrar la invencion y no debe ser considerado con fines limitativos de la misma.

Ejemplo 1

Produccion de citocromo ¢ humano y de Arabidopsis thaliana

1.1 Construccion del gen artificial que comprende la secuencia codificante de citocromo ¢ de Arabidopsis thaliana

Para el disefio de este gen artificial se partié de la secuencia de aminodcidos del citocromo ¢ de A. thaliana
que se encuentra recogida en la base de datos NCBI con el nimero de acceso NP_192742. A partir de la secuencia
aminoacidica de dicha proteina se disenid el gen sintético por traduccién reversa mediante el empleo de la aplicacién
informatica Backtranslation tool v 2.0, a la que se accede desde la pagina web de Entelechon, selecciondndose los
codones mds frecuentes de E. coli. La secuencia del gen sintético codificante del citocromo ¢ de A. thaliana obtenida
por traduccidn reversa tiene la secuencia mostrada en la SEQ ID NO: 1.
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A dicho gen sintético se le realizaron las siguientes modificaciones:
- al extremo 5’ se le afiadieron las siguientes secuencias:

e una secuencia que comprende la secuencia codificante del péptido de transito del citocromo ¢ de Anabaena
[SEQ ID NO: 2];

e una secuencia que comprende un sitio de unién al ribosoma (aggagg); y

e una secuencia que comprende un sitio de corte de la enzima de restriccién BamHI (ggatcc); y
- al extremo 3’ se le afiadieron las siguientes secuencias:

e una secuencia que comprende un terminador doble de la traduccién (tgatga); y

e una secuencia que comprende un sitio de corte de la enzima de restriccidon EcoRI (gaattc).

La presencia de dichos sitios de corte de las enzimas de restriccion BamHI en el extremo 5° y EcoRl en el 3’ es
necesaria para unir toda la construccion con el plasmido pBS (Stratagene).

El gen artificial resultante, que comprende la secuencia codificante del citocromo ¢ de A. thaliana, tiene la secuen-
cia mostrada en la SEQ ID NO: 3.

La obtencién de dicho gen sintético se realizé mediante la reaccidn en cadena de la polimerasa de ADN (PCR),
usando dos oligonucleétidos convencionales [SEQ ID NO: 4 y SEQ ID NO: 5] y seis oligonucleétidos [SEQ ID NO: 6,
SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10 y SEQ ID NO: 11]. Cinco de dichos oligonucleétidos
[SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9 y SEQ ID NO: 10] son largos (de entre 68 y 107
bases) y solapan por sus extremos en unas 20 bases. Los oligonucledtidos fueron generados mediante sintesis quimica
por la empresa Sigma-Genosys.

Brevemente, la mezcla de PCR contenia: 2,2 mM de cada deoxinucleétidotrifosfato (ANTP), 1 uM de cada oligo-
nucledtido (CR1, CR2, Al, A2, A3, A4, AS y A6) [SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO:
7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10 y SEQ ID NO: 11], 1 U de la polimerasa Expand High Fidelity
(Roche) y su correspondiente tampén estdndar, con MgCl,, en un volumen final de reaccion de 50 uL, mas 50 pL de
aceite mineral. El programa de la PCR fue: 1 min a 95°C, 1 min a 46°C, 2 min a 72°C, mas 30 ciclos de 1 min a 95°C,
1 min a 55°C, 2 min a 72°C y un paso final de 10 min a 72°C en una maquina Mastercycler 53330 (Eppendorf). De
esta primera PCR se obtuvo el ADN molde que se us6 en una segunda PCR para amplificar el gen. El ADN que iba
a usarse como molde se purificé por medio de un sistema comercial (GFX PCR ADN y Gel Band Purification Kit, de
Amersham Biosciences) siguiendo las instrucciones del fabricante y se cuantific6 en un gel de agarosa (tal como se
explica mas adelante). En la segunda PCR se usaron las mismas condiciones que en la primera y la mezcla de reaccién
fue la siguiente: 1 nM de ADN molde, 2,2 mM de cada dANTP, 1 uM de los oligonucleétidos CR1 y A6 [SEQ ID NO:
4y SEQ ID NO: 11], 1U de la polimerasa Expand High Fidelity (Roche) y su correspondiente tampén estandar, con
MgCl,, en un volumen final de reaccién de 50 uL., mds 50 uL de aceite mineral.

El resultado de la PCR se visualiz6 y cuantificé por electroforesis en un gel de agarosa al 1% (p/v) en tampén
TBE (Tris-borato 90 mM, EDTA 2 mM, pH 8) diluido al 50% (v/v) y con bromuro de etidio a una concentracién de 5
pg/mL. Este proceso se realizé segtin un protocolo estdndar (Sambrook et al. (1989) citado supra). Del gel de agarosa
se extrajeron las bandas correspondientes al tamafio de ADN esperado [437 pares de bases (pb)]. Las electroforesis
se llevaron a cabo en aparatos ADN Sub Cell (Bio-Rad). A cada muestra se afiadié 1/10 del volumen de tamp6n de
carga, que es una mezcla de azul de bromofenol 0,25% (p/v), xileno-cianol 0,25% (ply) y glicerol 30% (v/v) en agua.

Para determinar el tamafio y la cantidad de ADN de los fragmentos sometidos a electroforesis se compararon con
marcadores comerciales (DNA molecular Weight Marker VII, X y XIII de Roche Applied Science).

Tras la electroforesis se visualizé el ADN iluminando con luz UV de 302 nm, utilizdndose para ello un tran-
siluminador LKB modelo Macro Vue. Los geles se fotografiaron con un equipo UVP Imagestore GDS-5000. Los
fragmentos fueron purificados mediante el sistema comercial GFX PCR ADN y Gel Band Purification Kit de Amers-
ham Biosciences segun las instrucciones del fabricante, resultando el ADN puro para las siguientes manipulaciones.
Las secuencias amplificadas fueron clonadas en el vector pGEM-T (del pGEM-T cloning kit II de Promega) que es
un pldsmido linearizado en EcoRV y que lleva una timidina terminal afiadida a cada extremo 3’. Esta caracteristica
mejora su ligacién con fragmentos de ADN procedentes de PCR, ya que muchas polimerasas de ADN afiaden una
adenina al extremo 3’ de las cadenas de ADN que sintetizan. Este es el caso de una parte de las moléculas de ADN
que sintetiza la polimerasa de ADN Expand High Fidelity. Para la clonacién en pGEM-T se realiz6 una ligacién, en la
cual se mezclaron en un vial cantidades de pldsmido y de ADN amplificado en proporcién 1:3, junto con 3 U de ADN
ligasa T4 y su tamp6n, en un volumen final de 10 uL, se incubd la reaccién durante 16 horas a 16°C y posteriormente
se utilizé el ADN resultante en una transformacion de E. coli. Para esta parte del trabajo se utilizé la estirpe DH5a.
Para realizar una transformacion es necesario preparar previamente las células de forma que puedan adquirir el ADN,
denomindndose entonces células competentes.
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1.2 Construccion del gen artificial que comprende la secuencia codificante de citocromo ¢ de Homo sapiens

Para el disefio de este gen artificial se siguié sustancialmente el mismo protocolo que el descrito previamente en
relacion con la construccion del gen artificial que comprende la secuencia codificante de citocromo ¢ de A. thaliana
(apartado 1.1). En este caso, se partié de la secuencia de aminodcidos del citocromo ¢ de H. sapiens que se encuentra
recogida en la base de datos NCBI con el niimero de acceso AAH05299 y, a partir de dicha secuencia de aminodcidos
se disefid el gen sintético por traduccién reversa mediante el empleo de la aplicacién informética Backtranslation tool
v 2.0, seleccionandose el empleo de codones de E. coli. La secuencia del gen sintético codificante del citocromo ¢ de
H. sapiens obtenida por traduccion reversa tiene la secuencia mostrada en la SEQ ID NO: 12.

A dicho gen sintético se le realizaron las mismas modificaciones que al gen sintético codificante del citocromo ¢
de A. thaliana obtenida por traduccion reversa (apartado 1.1). El gen artificial resultante, que comprende la secuencia
codificante del citocromo c de H. sapiens, tiene la secuencia mostrada en la SEQ ID NO: 13.

La obtencién de dicho gen sintético se realiz6 mediante PCR, usando dos oligonucleétidos convencionales [SEQ
ID NO: 4 y SEQ ID NO: 5] y ocho oligonucleétidos [SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO:
17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20 y SEQ ID NO: 21]. Algunos de dichos oligonucleétidos [SEQ
ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19 y SEQ ID NO: 20] son largos (de
entre 61 y 101 bases) y solapan por sus extremos en unas 20 bases. Los oligonucleétidos fueron generados mediante
sintesis quimica por la empresa Sigma-Genosys.

Brevemente, la mezcla de PCR contenia: 2,2 mM de cada dNTP, 1 uM de cada oligonucleétido (CR1,CR2, H1, H2,
H3, H4, H5, H6, H7 y H8) [SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ
ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20 y SEQ ID NO. 21], 1 U de la polimerasa Expand High
Fidelity (Roche) y su correspondiente tampén estandar, con MgCl,, en un volumen final de reaccién de 50 uL, mas 50
uL de aceite mineral. El programa de la PCR fue el mismo que el utilizado en el apartado 1.1. De la primera PCR se
obtuvo el ADN molde que se usé en una segunda PCR para amplificar el gen. E1 ADN que iba a usarse como molde se
purificé tal como se ha indicado previamente y se cuantificé en un gel de agarosa (apartado 1.1). En la segunda PCR
se usaron las mismas condiciones que en la primera y la mezcla de reaccion fue la siguiente: 1 nM de ADN molde, 2,2
mM de cada ANTP, 1uM de los oligonucledtidos CR1 y H8 [SEQ ID NO: 4 y SEQ ID NO: 21], 1U de la polimerasa
Expand High Fidelity (Roche) y su correspondiente tamp6n estandar, con MgCl,, en un volumen final de reaccién de
50 uL, més 50 uL de aceite.

El resultado de la PCR se visualizé y cuantificé por electroforesis en un gel de agarosa al 1% (p/v) en tampén TBE
diluido al 50% (v/v) y con bromuro de etidio a una concentracién de 5 ug/mL, tal como se ha indicado previamente
(apartado 1.1). Del gel de agarosa se extrajeron las bandas correspondientes al tamafio de ADN esperado [416 pb].
Las electroforesis se llevaron a cabo de la forma indicada en el apartado 1.1.

El tamafio y la cantidad de ADN de los fragmentos sometidos a electroforesis fueron determinados comparando
con marcadores comerciales (DNA molecular Weight Marker VII, X y XIII de Roche Applied Science) tal como se
indica en el apartado 1.1.

Tras la electroforesis el ADN se visualizé con luz UV de 302 nm y los geles se fotografiaron (apartado 1.1).
Los fragmentos fueron purificados segtn lo indicado en el apartado 1.1, resultando el ADN puro para las siguientes
manipulaciones. Las secuencias amplificadas fueron clonadas en el vector pGEM-T (Promega) segtin el protocolo
mencionado en el apartado 1.1 y el ADN resultante se utilizé posteriormente para transformar células competentes de
E. coli DHS5a segiin el protocolo que se describe a continuacion.

1.3 Transformacion de células competentes de E. coli

Para la preparacién de células competentes de E. coli se cultivaron en 100 mL de medio liquido SOB (Triptona 20
g/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCl 0,5 g/L, KCI 2,5 mM y MgCl, 10 mM) con agitacién vigorosa hasta alcanzar
una absorbancia de 0,45-0,65 a 580 nm. Tras mantener el cultivo en hielo durante 10 min, las células se recogieron por
centrifugacion (5 min a 750 x g, 4°C) y se resuspendieron en 30 mL de solucién RF1 (tampdn acetato potdsico 30 mM,
pH 5.8, RbCl, 100 mM, MnCl, 50 mM, CaCl, 10 mM vy glicerol al 15% (p/v)) fria esterilizada por filtracién. Tras
mantener la solucién en hielo durante 5 min, se repitié el proceso de centrifugacion anterior y se resuspendieron las
células en 4 mL de solucién RF2 fria (tampén MOPS-NaOH 10 mM, pH 7,0, RbCl, 10 mM, CaCl, 75 mM y glicerol
al 15%(p/v)). Las células asi preparadas se congelaron en nitrégeno liquido y se conservaron a -80°C en alicuotas de
200 L. La competencia de las células se comprobé transformandolas con cantidades conocidas de ADN plasmidico,
obteniéndose en torno a 107 transformantes/ug de ADN.

Para transformar las células competentes, el ADN transformante se mezcld con una alicuota de células competentes
descongelada en hielo. Tras incubar 30 minutos en hielo, se sometieron a choque térmico de 100 s a 42°C y se volvieron
a incubar en hielo durante 2 min. La suspension se suplement6 posteriormente con 0,8 mL. de medio LB (NaCl 10 g/L,
Triptona 10g/L, Extracto de levadura 5 g/L, pH 7) y se incub6 durante 1 hora a 37°C en agitacién. A continuacion, las
células se sembraron en medio LB s6lido (LB mads agar a 15 g/L) con ampicilina 100 ug/mL y se recogieron las placas
alas 12 horas.
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Dado que el plasmido pGEM-T permite identificar clones portadores de moléculas recombinantes gracias a la in-
activacion por insercién del gen lacZ, el medio se suplementé con X-Gal (0,2 uM) e IPTG (16 uM) para seleccionar
en medio sélido colonias que llevasen algin inserto que inactivase el gen lacZ. Las colonias con pldsmidos recom-
binantes mostraron color blanco, frente al color azul de las que llevaban el pldsmido sin inserto. Tras incubar 12 h a
37°C se seleccionaron varios clones de color blanco para analizar su ADN plasmidico, para lo cual se cultivaron en
medio LB liquido durante 12h a 37°C y se realiz6 una minipreparacién de ADN de los cultivos mediante el sistema
High Pure Plasmid Isolation Kit de Roche. Una pequefia parte del ADN se someti6 a andlisis de restriccion, cortando
los plasmidos con BamHI1 y EcoRI (de Roche) y visualizdndolos por electroforesis en gel de agarosa. Se seleccionaron
los clones que portaban los genes sintéticos.

Se procedid entonces a la clonacién direccional en el pldsmido que se iba a usar como vector de expresion de las
proteinas (pBS) Para ello, se purificaron, tal como se ha explicado con anterioridad, las bandas de ADN correspon-
dientes a los genes cortados en sus extremos con BamHI y EcoRl y el plasmido pBS cortado con BamHI y EcoRI.
Posteriormente se realizé una ligacion dirigida de estos fragmentos con el pldsmido de modo similar a lo explicado
anteriormente, obteniéndose los plasmidos recombinantes pCitA (con el gen sintético que codifica el citocromo c de A.
thaliana) y pCitH (con el gen sintético que codifica el citocromo ¢ de H. sapiens) [Figura 1]. Una vez construidos los
plasmidos por ligacién se realizé una transformacién de E. coli DH5a con cada uno de los pldsmidos recombinantes,
se cultivaron en las placas de LB como se ha explicado anteriormente, se seleccionaron los clones de color blanco, se
cultivaron los clones en LB liquido, se extrajo el ADN plasmidico de los clones y se analizé mediante restriccién con
BamHI1 y EcoRl y electroforesis en gel de agarosa, de modo que se seleccionaron tanto los clones de E. coli DHS«
que contenian el plasmido pCitA como aquellos que contenian pCitH. Por dltimo, se enviaron los plasmidos purifica-
dos a un servicio de secuenciacion de ADN (Sistemas Gendmicos) para comprobar que la PCR no habia introducido
modificaciones en las secuencias y se guardaron los clones positivos.

1.4 Expresion y purificacion de las proteinas

El citocromo c¢ lleva como grupo prostético un grupo hemo que la bacteria ha de producir e incorporar a la apopro-
tefna para obtener la proteina madura. Para superproducir el citocromo ¢ es necesario, pues, que E. coli sobreexprese
toda la maquinaria celular requerida para el transporte y la unién del grupo hemo a la proteina, y para el correcto
plegamiento y maduracién de ésta, y eso se consigue co-transformando las células con pCitA o bien pCitH junto con
el plasmido pECS86 (Arslan er al., 1998, Biochem. Biophys. Res. Commun. 251, 744-747) que sobreexpresa los genes
ccm (Thény-Meyer et al., 1995, J. Bacteriol. 177, 4321-4326) necesarios para la maduracion de citocromos de tipo
c en el periplasma de E. coli. pEC86 se selecciona con una resistencia a cloranfenicol, y los plasmidos derivados de
pBS se seleccionan con una resistencia a ampicilina, asi que para producir los citocromos c¢ se transform¢ la estirpe de
E. coli BL21 con ambos pldsmidos y se cultivé con los dos antibidticos. La estirpe y las condiciones 6ptimas para la
produccion de las proteinas se seleccionaron mediante una serie de pruebas de expresion, en las que se varia la estirpe
de E. coli, el tiempo, temperatura y condiciones de oxigenacién de los cultivos y se valora la produccién de citocromo
c en las diferentes condiciones. La estimacion de la produccion de citocromo c¢ se realiza comparando el espectro de
absorcion de la solucién resultante de la extraccion del periplasma de las bacterias, ya que los citocromos ¢ en estado
reducido tienen un espectro de absorcidn caracteristico con un maximo a 550 nm.

Para obtener cantidades reproducibles de proteina en las sucesivas rondas de produccidn, se establecié una fuente
comun de in6culos bacterianos transformados y congelados. La estirpe seleccionada de E. coli fue BL21, y se explica
a continuacién el protocolo de preparacion de dichas células. Brevemente, las células se cultivaron a partir de una
colonia en un frasco de LB liquido con 25 mL durante una noche; de ahi se tom6 1 mL y se cultivé de nuevo en un
frasco con 25 mL de LB hasta alcanzar la fase de crecimiento exponencial (4-5 h), momento en el que se recogieron
la células por centrifugacién. A partir de aqui se realizé todo el resto del proceso a 4°C. Se lavaron las células con una
solucién estéril de glicerol al 10% (p/v) y por dltimo se resuspendieron las células en 2 mL de la misma solucidn, se
congelaron en nitrégeno liquido y se conservaron a -80°C en alicuotas de 50 uL.

La transformacioén se realizé por electroporacion, tomandose para ello una cubeta de electroporacion estéril a la
que se afiadieron 50 pL de células electroporables mds 1 pL. de ADN de pEC86 y 1 uL de pCitA o pCitH (aproxima-
damente 40 ng de cada pldsmido); la mezcla se incub6 en hielo durante 1 minuto y se dio un pulso de corriente en
el electroporador Easyject optima de Equibio a 2.500 V. Inmediatamente se afadié 1 mL de LB, después se incubd
en agitacion a 37°C durante 1 h y se inocul6 con ello un matraz de 50 mL de LB selectivo (con los dos antibidticos).
Se mantuvo en agitacién a 37°C durante una noche y después se recogieron 30 mL del cultivo por centrifugacion, se
resuspendieron en 7 mL de una solucién de glicerol estéril al 80% y se guardaron las células en alicuotas de 1 mL
congeladas en nitrégeno liquido y conservadas a -80°C.

Para producir las protefnas se utilizé una de las alicuotas anteriores para inocular un precultivo de 50 mL, que se
dejé crecer hasta alcanzar la fase exponencial, y del cual se tomaron 10 mL para inocular matraces de 5 L conteniendo
3 L de medio LB mds hierro para hacer el grupo hemo, en forma de citrato férrico-aménico (6 mg/L) mds los dos
antibidticos (ampicilina a 100 mg/L y cloranfenicol a 20 mg/L) y se cultivaron las bacterias a 37°C con una agitacién
de 200 rpm durante 20 h. Las células se recogieron por centrifugacion y se resuspendieron en 50 mL de una solucién
de agua con pequeiias cantidades de benzamidina, fluoruro de fenilmetilsulfonilo, 4cido aminocaproico y DNAsa I. El
periplasma se les extrajo con un choque térmico (congelacion en nitrégeno liquido seguida de descongelacién a 37°C).
Después del choque térmico se centrifugé a 25000 g durante 5 min para separar el extracto de periplasma de los restos
celulares y se recogi6 el sobrenadante. Después de una dilucién de 2 volimenes en tampdn borato 1,5 mM, pH 8,5 se
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realizé una cromatografia en una columna de carboxi-metil celulosa equilibrada en el mismo tamp6n. El citocromo ¢
sali6 de la columna a 0,25 M de NaCl, y después de concentrarlo y cambiarlo de tampén a Tricina 20 mM pH 7.5,
NaCl 150 mM se realizé una filtracién en gel por cromatografia liquida de rapida resolucién (FPLC). Al final de todo
este proceso se obtuvo un rendimiento de proteina pura de 1 mg/L para el citocromo ¢ de A. thaliana y de 0,7 mg/L
para el citocromo ¢ humano.

En la Tabla 1 se recogen algunos parametros fisico-quimicos (peso molecular, punto isoeléctrico y potencial red-ox
a pH 7,5) de los citocromos ¢ de H. sapiens y de A. thaliana producidos y purificados a partir de E. coli. Los espectros
de absorcion (datos no mostrados) y el potencial redox ponen de manifiesto que los productos obtenidos corresponden
a citocromos ¢ con sus grupos hemo bien ensamblados y funcionales; asimismo, el punto isoeléctrico y el andlisis por
MALDI-TOF (Matrix assisted laser desorption/ionization-time of flight) del peso molecular y de la digestién triptica
de ambas proteinas, confirman los datos ya que se han producido los resultados esperados en base a la secuencia de
la proteina. La secuencia del extremo amino terminal de las dos proteinas demuestra una correcta maduracién de las
mismas.

TABLA 1

Comparacion de los pardametros fisico-quimicos de los citocromos ¢ de H. sapiens (humano) y de A. thaliana
producidos y purificados de E. coli

Citocromo ¢

Citocromo ¢

amino terminal

humano de A. thaliana
Peso molecular 12.236 Da 12.725 Da
[Punto isoeléctrico 9,6 9,25
Potencial redox 270,6 £ 0,5 mV 259,0+ 1,9 mV
pH7)
Secuencia del extremo GDVEK ASFDEA




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2315039 Bl

REIVINDICACIONES
1. Una construccién génica que codifica para el citocromo ¢ que comprende:

a) una primera secuencia de 4cido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica para un
citocromo ¢, y

b) una segunda secuencia de 4cido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica para
un péptido sefial;

en donde el extremo 5’ de dicha primera secuencia de 4cido nucleico estd unido al extremo 3’ de dicha segunda
secuencia de 4cido nucleico.

2. Construccién génica que codifica para el citocromo ¢ segiin la reivindicacién 1, en la que dicha primera secuencia
de 4cido nucleico comprende una secuencia de nucleétidos que codifica para el citocromo ¢ de Arabidopsis thaliana.

3. Construccién génica que codifica para el citocromo ¢ segun la reivindicacién 1 6 2, en la que dicha primera
secuencia de 4cido nucleico comprende la secuencia de nucledtidos identificada como SEQ ID NO: 1.

4. Construccion génica que codifica para el citocromo ¢ segun la reivindicacion 1, en la que dicha primera secuencia
de 4cido nucleico comprende una secuencia de nucledtidos que codifica para el citocromo ¢ de Homo sapiens.

5. Construccioén génica que codifica para el citocromo ¢ segin la reivindicacién 1 6 4, en la que dicha primera
secuencia de dcido nucleico comprende la secuencia de nucleétidos identificada como SEQ ID NO: 12.

6. Construccién génica que codifica para el citocromo ¢ segun la reivindicacién 1, en la que dicha segunda secuen-
cia de 4cido nucleico comprende la secuencia de nucleétidos que codifica para el péptido senal del citocromo ¢ de
Anabaena sp.

7. Construccién génica que codifica para el citocromo ¢ segun la reivindicacién 1 6 6, en la que dicha segunda
secuencia de 4cido nucleico comprende la secuencia de nucledtidos identificada como SEQ ID NO: 2.

8. Construccién génica que codifica para el citocromo ¢ segun la reivindicacion 1, que comprende, ademds, una
tercera secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia de nucledtidos que define un sitio de unién al
ribosoma, en donde el extremo 3’ de dicha tercera secuencia de acido nucleico esta unido al extremo 5° de dicha
segunda secuencia de dcido nucleico.

9. Construccién génica que codifica para el citocromo c¢ segin la reivindicacion 8, en la que dicha tercera secuencia
de 4cido nucleico comprende, ademas, una regién potenciadora del inicio de la traduccién.

10. Construccién génica que codifica para el citocromo ¢ segin la reivindicacién 1, que comprende, ademads, una
cuarta secuencia de 4cido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que define una regién terminadora de
la traduccién, en donde el extremo 5’ de dicha cuarta secuencia de acido nucleico esta unido al extremo 3’ de dicha
primera secuencia de dcido nucleico.

11. Construccién génica que codifica para el citocromo c segin la reivindicacién 1, 8, 9 6 10, que comprende,
ademds, una secuencia de acido nucleico que define una secuencia de reconocimiento de una primera enzima de
restriccion en el extremo 5’ de dicha construccién y otra secuencia de 4cido nucleico que define una secuencia de
reconocimiento de una segunda enzima de restriccion en el extremo 3’ de dicha construccién, en donde dichas primera
y segunda enzimas de restriccidon reconocen dianas de restriccion iguales o diferentes.

12. Construccién génica que codifica para el citocromo ¢ segun la reivindicacién 1, que comprende la secuencia
de nucleétidos identificada como SEQ ID NO: 3 o la secuencia de nucleétidos identificada como SEQ ID NO: 13.

13. Un vector que comprende una construccion génica segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12.

14. Una célula hospedadora que comprende una construccién génica segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a
12 o un vector segun la reivindicacion 13.

15. Célula segtn la reivindicacién 14, que comprende, ademds, un vector que comprende los genes necesarios para
la maduracién del citocromo c.

16. Célula segtin la reivindicacion 15, en la que dicho vector que comprende los genes necesarios para la madura-
cion del citocromo ¢ es un vector que comprende los genes ccm.

17. Célula segin cualquiera de las reivindicaciones 14 a 16, en la que dicha célula hospedadora es una bacteria.

10
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18. Célula segun la reivindicacién 17, en la que dicha bacteria es Escherichia coli.
19. Un procedimiento para la produccién de citocromo ¢ que comprende:

a) co-transformar una célula hospedadora con (i) un vector segtn la reivindicacién 13 y con (ii) un vector que
comprende los genes necesarios para la maduracién del citocromo c;

b) cultivar una célula hospedadora co-transformada segun la etapa a), bajo condiciones que permiten la ex-
presion de la secuencia de nucledtidos que codifica para el citocromo ¢ fusionado al péptido sefial, y, si se
desea,

c¢) aislar y purificar el citocromo c.

20. Un procedimiento para la produccién de citocromo ¢ que comprende cultivar una célula hospedadora transfor-

mada segtin cualquiera de las reivindicaciones 15 a 18 bajo condiciones que permiten la expresion de la secuencia de
nucledtidos que codifica para el citocromo c¢ fusionado al péptido sefial, y, si se desea, aislar y purificar el citocromo c.

11



ES 2315039 Bl

Secuencia de union al ribosoma y sitio de reconocimiento BamHI:

AGGATCCAGGAGGTGACC
Subrayado: Sitio de reconocimiento BamH]I
Negrilla: Sitio de unién al ribosoma

Secuencia del péptido de transito por traduccion reversa:

ATGAAAAAAATCTTTTCCCTGGTACTGCTGGGCATCGCCCTGTTCACCTTTGCTT
TTTCTTCGCCGGCCCTGGCT
Negrilla: Potenciador de la traduccién

Secuencia del gen del citcromo ¢ de A. thaliana por traduccidn reversa:

GCGTCATTTGATGAAGCGCCGCCGGGTAACCCGAAAGCGGGCGAAAAAATTTT
CCGTACCAAATGTGCGCAGTGCCACACCGTTGAAAAAGGTGCGGGCCATAAAC
AGGGTCCGAATCTGAATGGCCTGTTCGGCAGACAGTCCGGCACCACCCCGGGC
TATAGCTATTCGGCGGCCAACAAATCTATGGCCGTCAATTGGGAAGAAAAAAC
CCTGTATGATTACCTGCTGAACCCGAAAAAATACATTCCGGGCACCAAAATGG
TGTTTCCGGGTCTGAAAAAACCGCAGGATCGCGCCGATCTGATTGCGTACCTGA
AAGAAGGCACCGCG

Terminador fuerte de la traduccidn con sitio de reconocimiento EcoRI:

TGATGAATTCT
Negrilla: Terminador doble
Subrayado: Sitio de reconocimiento EcoRI)

Secuencia completa del gen sintético:

AGGATCCAGGAGGTGACCATGAAAAAAATCTTTTCCCTGGTACTGCTGGGCAT
CGCCCTGTTCACCTTTGCTTTTTCTTCGCCGGCCCTGGCTGCGTCATTTGATGAA
GCGCCGCCGGGTAACCCGAAAGCGGGCGAAAAAATTTTCCGTACCAAATGTGC
GCAGTGCCACACCGTTGAAAAAGGTGCGGGCCATAAACAGGGTCCGAATCTGA
ATGGCCTGTTCGGCAGACAGTCCGGCACCACCCCGGGCTATAGCTATTCGGCG
GCCAACAAATCTATGGCCGTCAATTGGGAAGAAAAAACCCTGTATGATTACCT
GCTGAACCCGAAAAAATACATTCCGGGCACCAAAATGGTGTTTCCGGGTCTGA
AAAAACCGCAGGATCGCGCCGATCTGATTGCGTACCTGAAAGAAGGCACCGCG
TGATGAATTCT

Figura 1
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Secuencia de unién al ribosoma y sitio de reconocimiento BamHI.:

AGGATCCAGGAGGTGACC
Subrayado: Sitio de reconocimiento BamH]I
Negrilla: Sitio de unién al ribosoma

Secuencia del péptido de transito por traduccidn reversa:

ATGAAAAAAATCTTTTCCCTGGTACTGCTGGGCATCGCCCTGTTCACCTTTGCTT
TTTCTTCGCCGGCCCTGGCT
Negrilla: Potenciador de la traduccién

Secuencia del gen del citocromo ¢ humano por traduccién reversa:

GGTGATGTCGAAAAAGGCAAAAAAATTTTTATTATGAAATGCTCACAATGTCA

TACCGTTGAAAAAGGCGGTAAACATAAAACCGGTCCGAATCTGCATGGCCTGT
TCGGCCGTAAAACCGGCCAGGCCCCGGGTTACAGCTATACCGCGGCGAACAAA
AACAAAGGTATTATCTGGGGCGAAGATACCCTGATGGAATACCTGGAAAACCC
GAAAAAATATATTCCGGGCACCAAAATGATCTTCGTGGGCATTAAAAAAAAAG
AAGAACGCGCTGATCTGATCGCGTATCTGAAAAAAGCGACCAATGAA

Terminador fuerte de la traduccién con sitio de reconocimiento EcoRI:

TGATGAATTCT
Negrilla: Terminador doble
Subrayado: Sitio de reconocimiento EcoRI)

Secuencia completa del gen sintético:

AGGATCCAGGAGGTGACCATGAAAAAAATCTTTTCCCTGGTACTGCTGGGCAT
CGCCCTGTTCACCTTTGCTTTTTCTTCGCCGGCCCTGGCTGGTGATGTCGAAAAA
GGCAAAAAAATTTTTATTATGAAATGCTCACAATGTCATACCGTTGAAAAAGG
CGGTAAACATAAAACCGGTCCGAATCTGCATGGCCTGTTCGGCCGTAAAACCG
GCCAGGCCCCGGGTTACAGCTATACCGCGGCGAACAAAAACAAAGGTATTATC
TGGGGCGAAGATACCCTGATGGAATACCTGGAAAACCCGAAAAAATATATTCC
GGGCACCAAAATGATCTTCGTGGGCATTAAAAAAAAAGAAGAACGCGCTGATC
TGATCGCGTATCTGAAAAAAGCGACCAATGAATGATGAATTCT

Figura 2
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f1(+) IG

ColE1 ori
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Figura 3
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<160> 21

<210>1
<211> 333
<212> ADN complementario
<213> Arabidopsis thaliana

<223> citocromo ¢

<400> 1

gcgtcatttg
aaatgtgcgc
aatggcctgt
aaatctatgg
aaatacattc
gatctgattg

<210>2

<211> 175

<212> ADN
<213> Anabaena sp

<400> 2

atgaaaaaaa tcttttccct ggtactgetg ggcatcgcce tgttcacctt tgctttttet

tcgceggecee

<210>3
<211> 437
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220> ADN sintético

<223> Secuencia que comprende la secuencia codificante del citocromo ¢ de A. thaliana

<400> 3

aggatccagg
ttcacctttg
aacccgaaag
aaaggtgcgg
accaccccgg
aaaaccctgt
tttcegggte
accgcgtgat

atgaagcgcc
agtgccacac
tcggcagaca
ccgtcaattg
cgggcaccaa
cgtacctgaa

tggct

aggtgaccat
ctttttcttce
cgggcgaaaa
gccataaaca
gctatagcta
atgattacct
tgaaaaaacc
gaattct

ES 2315039 Bl

LISTA DE SECUENCIAS

<110> UNIVERSIDAD DE SEVILLA
<110> CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS

gcecgggtaac
cgttgaaaaa
gtcecggcace
ggaagaaaaa
aatggtgttt
agaaggcacc

gaaaaaaatc
gccggcecectg
aattttccgt
gggtccgaat
ttecggeggece
gctgaacccg
gcaggatcgc

<120> Procedimiento para la obtencién de citocromo ¢

ccgaaagcgg
ggtgcgggcec
acccecgggcet
accctgtatg
ccgggtetga

gcg

ttttcectygg
gctgcgtcat
accaaatgtg
ctgaatggcc
aacaaatcta
aaaaaataca
gccgatctga

gcgaaaaaat tttccgtacc
ataaacaggg tccgaatctg
atagctattc ggcggccaac
attacctgct gaacccgaaa
aaaaaccgca ggatcgcgec

<223> secuencia que codifica para el péptido de transito del citocromo ¢

tactgctggg
ttgatgaagc
cgcagtgcca
tgttcggcag
tggccgtcaa
ttcecgggceac
ttgcgtacct

catcgccetg
gccgeegggt
caccgttgaa
acagtccggce
ttgggaagaa
caaaatggtg

gaaagaaggc

60
120
180
240
300
333

60
75

60
120
180
240
300
360
420
437
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<210>4

<211> 29

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220> ADN sintético

<223> Oligonucleétido CR1 disefiado para amplificar ADN complementario de citocromo ¢ de A. thaliana y Homo
sapiens

<400> 4

aggatccagg aggtgaccat gaaaaaaat 29

<210>5

<211> 80

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220> ADN sintético

<223> oligonucledtido CR2 disefiado para amplificar ADN complementario de citocromo ¢ de A. thaliana y H. sa-
piens

<400> 5

cagggccggc gaadaaaaag caaaggtgaa cagggcgatg cccagcagta ccagggaaaa 60
gatttttttc atggtcacct 80

<210> 6

<211> 100

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220> ADN sintético
<223> oligonucleétido Al disefiado para amplificar ADN complementario de citocromo c de A. thaliana

<400> 6

ctttttectte gececggecctg getgegtcat ttgatgaage geccgecgggt aacccgaaag 60
cgggcgaaaa aattttcegt accaaatgtg cgcagtgcca 100

<210>7

<211> 100

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220> ADN sintético
<223> oligonucledtido A2 disefiado para amplificar ADN complementario de citocromo c de A. thaliana

<400> 7

ccggggtggt geccggactgt ctgccgaaca ggccattcag attcggacce tgtttatgge 60
ccgcaccttt ttcaacggtg tggcactgecg cacatttggt 100



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2315039 Bl

<210> 8

<211> 101

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220> ADN sintético
<223> oligonucleétido A3 disefiado para amplificar ADN complementario de citocromo c de A. thaliana

<400> 8

gacagtccgg caccaccccg ggctatagct attcggegge caacaaatct atggccgtcea 60
attgggaaga aaaaaccctg tatgattacc tgctgaaccc g 101

<210>9

<211> 80

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220> ADN sintético
<223> Oligonucledtido A4 disefiado para amplificar ADN complementario de citocromo c¢ de A. thaliana

<400>9

cgatcctgcg gttttttcag acccggaaac accattttgg tgcccggaat gtattttttce 60
gggttcagca ggtaatcata 80

<210> 10

<211> 68

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220> ADN sintético
<223> Oligonucle6tido AS disefiado para amplificar ADN complementario de citocromo c de A. thaliana

<400> 10

ctgaaaaaac cgcaggatcg cgccgatctg attgegtacc tgaaagaagg caccgcgtga 60
tgaattct 68

<210> 11

<211>28

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220> ADN sintético

<223> Oligonucleédtido A6 disefiado para amplificar ADN complementario de citocromo c¢ de A. thaliana
<400> 11

agaattcatc acgcggtgcc ttctttea 28
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<210> 12
<211> 312
<212> ADN complementario

<213> Homo sapiens
<223> citocromo ¢

<400> 12

ggtgatgtcg aaaaaggcaa aaaaattttt attatgaaat gctcacaatg tcataccgtt 60
gaaaaaggcg gtaaacataa aaccggtccg aatctgcatg gecetgttecgg ccgtaaaacc 120
ggccaggccce cgggttacag ctataccgcg gcgaacaaaa acaaaggtat tatctgggge 180

gaagataccc tgatggaata cctggaaaac ccgaaaaaat atattccggg caccaaaatg 240
atcttcgtgg gcattaaaaa aaaagaagaa cgcgctgatc tgatcgcgta tctgaaaaaa 300
gcgaccaatg aa 312

<210> 13

<211> 416

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220> ADN sintético
<223> Secuencia que comprende la secuencia codificante del citocromo ¢ de H. sapiens

<400> 13

aggatccagg aggtgaccat gaaaaaaatc tttteccctgg tactgetggg catcgeectg 60
ttcacctttg ctttttctte geccggecectg getggtgatg tcgaaaaagg caaaaaaatt 120
tttattatga aatgctcaca atgtcatacc gttgaaaaag gcggtaaaca taaaaccggt 180
ccgaatctgce atggcctgtt cggccgtaaa accggccagg ccccgggtta cagctatacc 240
gcggcgaaca aaaacaaagg tattatctgg ggcgaagata ccctgatgga atacctggaa 300
aacccgaaaa aatatattcc gggcaccaaa atgatcttcg tgggcattaa aaaaaaagaa 360
gaacgcgctg atctgatcge gtatctgaaa aaagcgacca atgaatgatg aattct 416

<210> 14

<211> 100

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220> ADN sintético
<223> Oligonucleétido H1 disefiado para amplificar ADN complementario de citocromo ¢ de H. sapiens

<400> 14

ctttttcttc gccggeectg gctggtgatg tcgaaaaagg caaaaaaatt tttattatga 60
aatgctcaca atgtcatacc gttgaaaaag gcggtaaaca 100

<210> 15

<211> 100

<212> ADN

<213> secuencia artificial
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<220> ADN sintético

<223> Oligonucleétido H2 disefiado para amplificar ADN complementario de citocromo ¢ de H. sapiens

<400> 15

tgttcgcege ggtatagcectg taacccgggg cctggceccggt tttacggccg aacaggccat 60
gcagattcgg accggtttta tgtttaccgc ctttttcaac 100

<210> 16

<211> 101

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220> ADN sintético
<223> Oligonucledtido H3 disenado para amplificar ADN complementario de citocromo ¢ de H. sapiens

<400> 16

acagctatac cgcggcgaac aaaaacaaag gtattatctg gggcgaagat accctgatgg 60
aatacctgga aaacccgaaa aaatatattc cgggcaccaa a 101

<210> 17

<211> 108

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220> ADN sintético
<223> Oligonucledtido H4 disenado para amplificar ADN complementario de citocromo c¢ de H. sapiens

<400> 17

agaattcatc attcattggt cgcttttttc agatacgcga tcagatcagc gecgttcettcet 60
ttttttttta atgcccacga agatcatttt ggtgccecgga atatattt 108

<210> 18

<211> 67

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220> ADN sintético
<223> Oligonucledtido HS diseiado para amplificar ADN complementario de citocromo ¢ de H. sapiens

<400> 18

aaaaaaaaga agaacdcgct gatctgatcg cgtatctgaa aaaagcgacc aatgaatgat 60
gaattct 67

<210> 19

<211> 101

<212> ADN

<213> secuencia artificial



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2315039 Bl

<220> ADN sintético

<223> Oligonucleétido H6 disefiado para amplificar ADN complementario de citocromo ¢ de H. sapiens

<400> 19

tgttcgececge ggtatagetg taacccgggg cctggeccggt tttacggeccg aacaggccat 60
gcagattcgg accggtttta tgtttaccgec ctttttcaac g 101

<210> 20

<211> 61

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220> ADN sintético
<223> Oligonucledtido H7 disenado para amplificar ADN complementario de citocromo ¢ de H. sapiens

<400> 20

cagcgcgttce ttettttttt ttaatgccca cgaagatcat tttggtgccc ggaatatatt 60
t 61

<210> 21

<211> 27

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220> ADN sintético
<223> Oligonucledtido H8 disenado para amplificar ADN complementario de citocromo ¢ de H. sapiens

<400> 21

agaattcatc attcattggt cgctttt 27
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Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 2-12, 15,16, 19, 20
Reivindicaciones 1,13,14,17,18

Actividad inventiva Reivindicaciones 2-12,15, 16,19, 20

(Art. 8.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 1,13,14,17,18

Si
NO

si
NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacidn industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de

examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinion:

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como ha sido publicada.
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OPINION ESCRITA Ne de solicitud: 200402723

1. Documentos considerados:

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

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion
DO1 WO 02059339 A1 01.08.2002
D02 GUPTA, R. et al. "Functional relationship of cytochrome c6 and 30.05.2002

plastocyanin in Arabidopsis". NATURE. 30.05.2002. Vol. 417, pa-
ginas 567-571.

Observaciones sobre documentos:

El documento DO1 menciona en el resumen, que la invencién que describe incluye un ADN que codifica para un péptido sefal
y para un citocromo c.

El documento D02, refleja el estado de la técnica relacionado con la invencion.

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

La reivindicacion n°® 1 de la presente solicitud, esta redactada en unos términos tan generales, que a la luz del documento D01,
carece de novedad pues esta redactada incluyendo los mismos términos. Las reivindicaciones 13, 14, 17 y 18, en la medida
en que dependen de la reivindicacion 1, también carecen de novedad.

No se ha encontrado en el estado de la técnica, ningin documento que describa las construcciones de SEQ ID n°s 3y 13,
cuya obtencion se incluye en la descripcién de la invencién; por tanto, las reivindicaciones 2-12, 15, 16, 19 y 20, cumplen los
requisitos de novedad, actividad inventiva y aplicacion industrial de acuerdo al Art. 4.1 de la Ley de Patentes.

Informe sobre el Estado de la Técnica (Opinidn escrita) Pagina 4/4




	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos
	Lista de Secuencias
	IET

