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DESCRIPCION
Proteina de fusién para mejorar la expresion de proteinas a partir de ARNm diana
[Campo técnico]

La presente invencion se refiere a proteinas de fusién para mejorar los niveles de expresion de proteinas a partir de
los ARNm diana.

[Antecedentes de la técnica]

En los ultimos afios se han establecido y utilizado técnicas de union de factores proteicos de union a acidos nucleicos
reveladas por una variedad de analisis a secuencias de interés. El uso de esta unién especifica de secuencia permite
la eliminacion de una secuencia de ADN diana o la regulacion (activacion o inactivacion) de la expresion de un gen
que codifica una proteina presente en direccién 3' de la secuencia de ADN diana en cierta medida.

Mientras que la nucleasa de dedos de zinc (ZFN, por sus siglas en inglés zinc finger nuclease), la nucleasa efectora
TAL (TALEN, TAL effector nuclease), la Crispr-cas9 y similares, se conocen como técnicas que utilizan factores
proteicos que actian sobre el ADN, el desarrollo de técnicas que utilizan factores proteicos que actuan
especificamente sobre el ARN es todavia limitado.

Los presentes inventores han propuesto un método para disefiar una proteina que se puede unir especificamente a
una secuencia de ARN diana usando las propiedades de las proteinas PPR (proteina que tiene uno o mas motivos de
repeticion pentatricopeptidica (PPR, pentatricopeptide repeat)), que son proteinas que se encuentran principalmente
en plantas (Publicacion de patente 1).

[Listado de citas]
[Publicacién de patentes]
[Publicacién de patente 1]

(1) WO2013/058404
(2) EP 2 784 157
(3) US 2016/075744

[Sumario de la invencion]
[Problema técnico]

En la divulgacion de acuerdo con la Publicacién de patente 1, se identificaron los aminoacidos que funcionan cuando
un motivo PPR demuestra propiedades de union al ARN, y se revel6 la relacion entre la estructura del motivo PPR y
la base diana, permitiendo asi la construccion de proteinas que tienen uno o mas motivos PPR y que se pueden unir
a ARN que tienen cualquier secuencia y longitud. Sin embargo, nunca se ha descubierto ningin método que regule
realmente los ARN diana utilizando las técnicas de acuerdo con la Publicacion de patente 1.

La Publicacién de patente 2 se refiere a proteinas de unién a ADN que utilizan un motivo PPR. El documento ensefia
un complejo que comprende una region funcional unida a una proteina que contiene el motivo PPR. Sin embargo, no
hay datos experimentales sobre un complejo que comprenda una regién de motivo PPR ligada a una regién funcional.
Ademas, la Publicacion de patente 2 solo sugiere la "RNAsa" (ribonucleasa) como una region funcional proteica, pero
no ensefa ni sugiere en absoluto un dominio que guia al ribosoma hacia el ARNm, un dominio que inicia o promueve
la traduccién del ARNm, un dominio asociado con la exportacién nuclear del ARNm, un dominio que se une a una
membrana del reticulo endoplasmatico, un dominio que contiene una secuencia sefal de retencion del reticulo
endoplasmatico (sefial de retencion del RE) o un dominio que contiene una secuencia sefial del reticulo
endoplasmatico.

La Publicacién de patente 3 se refiere a proteinas de unién a ADN que utilizan el motivo PPR, pero no ensefia ni
sugiere la mejora de la expresion de proteinas a partir de un ARN diana mediante el uso de la proteina PPR

[Solucién al problema]

Como resultado de una extensa investigacion sobre un método para mejorar el nivel de expresion de una proteina a
partir de un ARNm diana utilizando una proteina PPR, los presentes inventores han descubierto que una proteina de
fusién de un dominio funcional predeterminado y una proteina PPR mejora el nivel de expresion de la proteina a partir
del ARNm diana y han completado la presente invencion.
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Especificamente, una realizacién de la presente invencion se refiere a una proteina de fusion para mejorar el nivel de
expresion de una proteina a partir de un ARNm diana, comprendiendo la proteina de fusion:

(A) uno o mas dominios funcionales que mejoran el nivel de expresion de una proteina a partir de un ARNm; y
(B) un resto polipeptidico que se puede unir a un ARNm diana de una manera selectiva de bases de ARN o
especifica de secuencia de bases de ARN,
en donde el resto polipeptidico (B) es un resto polipeptidico que comprende uno o mas motivos PPR,
comprendiendo cada motivo PPR un polipéptido que consiste en de 30 a 38 aminoacidos de longitud y esta
representado por la Férmula 1:

[Férmula 1]

(Hélice A)-X-(Hélice B)-L (Férmula 1)

donde

La hélice A es un resto que consiste en 12 aminoacidos de longitud y puede formar una estructura de a-hélice, y esta
representada por la Férmula 2:

[Férmula 2]

A1-A2-A3-As-As-As-A7-As-As-A11-A11-Ar2 (Formula 2)

donde A1 a Az representa cada uno independientemente un aminoacido;

X no esta presente, o es un resto que consiste en de 1 a 9 aminoacidos de longitud;

La hélice B es un resto que consiste en de 11 a 13 aminoacidos de longitud y puede formar una estructura;
L es un resto que consiste en de 2 a 7 aminoacidos de longitud y esta representado por la Férmula 3:

[Férmula 3]
Lvii-Lvi-Lv-Liv-Liii-Lii-Li (Formula 3)

donde los aminoacidos se numeran desde el C-terminal como "i" (-1), "ii" (-2), ... ¥

Lii a Lvi pueden no estar presentes, y

una combinacion de tres aminoacidos A+, A4, y Lii 0 una combinacion de dos aminoacidos A4 y Lii se corresponde
con una base o secuencia de bases del ARNm diana,

en donde uno o mas dominios funcionales (A) se seleccionan del grupo que consiste en un dominio que guia al
ribosoma hacia el ARNm, un dominio que inicia o promueve la traduccién del ARNm, un dominio asociado con la
exportacion nuclear del ARNm, un dominio que se une a una membrana del reticulo endoplasmatico, un dominio
que contiene una secuencia sefal de retencidon del reticulo endoplasmatico (sefial de retencion del RE) y un
dominio que contiene una secuencia sefial del reticulo endoplasmatico.

En una realizacion de acuerdo con la presente invencion, el resto polipeptidico (B) comprende de 2 a 30 motivos PPR,
y la pluralidad de motivos PPR se dispone para unirse especificamente a la secuencia de bases del ARNm diana.

Ademas, en una realizacién de acuerdo con la presente invencion, el resto polipeptidico (B) comprende de 5 a 25
motivos PPR.

Ademas, en una realizaciéon de acuerdo con la presente invencion, uno o mas dominios funcionales (A) se unen cada
uno a un lado de N-terminal y/o a un lado C-terminal del resto polipeptidico (B).

Ademas, en una realizacion de acuerdo con la presente invencion, el dominio que guia al ribosoma hacia el ARNm es
un dominio que contiene todo o la parte funcional de un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en DENR
(proteina regulada por densidad), MCT-1 (secuencia 1 amplificada de linfocitos T malignos), TPT1 (proteina tumoral
controlada traduccionalmente) y Lerepo4 (dominio CCCH de dedo de zinc),

el dominio que inicia o promueve la traduccién del ARNm es un dominio que contiene todo o la parte funcional de un
polipéptido seleccionado del grupo que consiste en elF4E y elF4G,

el dominio asociado con la exportacion nuclear del ARNm es un dominio que contiene todo o la parte funcional de
SLBP (proteina de union al bucle del tallo),

el dominio que se une a una membrana del reticulo endoplasmatico es un dominio que contiene todo o la parte
funcional de un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en SEC61B, TRAP-alfa (proteina alfa asociada a
Translocon), SR-alfa, Dial (citocromo b5 reductasa 3) y p180,

la secuencia sefial de retencion del reticulo endoplasmatico (sefial de retencion del RE) es una secuencia seial que
contiene una secuencia KDEL (KEEL), o

la secuencia sefial del reticulo endoplasmatico es una secuencia sefial que contiene MGWSCII LFLVATATGAHS
(SEQ ID NO: 22).

Ademas, en una realizacion de acuerdo con la presente invencion, la combinacion de los tres aminoacidos A1, A4, y Li
en cada uno de los motivos PPR es:
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(valina, treonina, asparagina), (fenilalanina, serina, asparagina), (fenilalanina, treonina, asparagina), (isoleucina,
asparagina, acido aspartico) o (treonina, treonina, asparagina) en orden de (A4, A4, L) si una base diana para el
motivo PPR es A (adenina);

(acido glutamico, glicina, acido aspartico), (valina, treonina, acido aspartico), (lisina, treonina, acido aspartico) o
(leucina, treonina, &cido aspartico) en el orden de (A1, A4, L) si la base diana para el motivo PPR es G (guanina);
(valina, asparagina, acido aspartico), (isoleucina, asparagina, asparagina), (isoleucina, asparagina, acido
aspartico), (isoleucina, metionina, acido aspartico), (fenilalanina, prolina, acido aspartico) o (tirosina, prolina, acido
aspartico) en orden de (A4, A4, Ljj) si la base diana para el motivo PPR es U (uracilo); o

(valina, asparagina, asparagina), (isoleucina, asparagina, asparagina), (valina, asparagina, serina) o (isoleucina,
metionina, acido aspartico) en el orden de (A1, A4, Li) si la base diana para el motivo PPR es C (citosina).

Ademas, en una realizacion de acuerdo con la presente invencion, la combinacién de los dos aminoacidos Asy Lii en
cada uno de los motivos PPR es:

(treonina, asparagina), (serina, asparagina) o (glicina, asparagina) en orden de (A, Lii) si una base diana para el
motivo PPR es A (adenina);

(treonina, acido aspartico) o (glicina, acido aspartico) en el orden de (A4, Li) si la base diana para el motivo PPR
es G (guanina); (asparagina, acido aspartico), (prolina, acido aspartico), (metionina, acido aspartico) o (valina,
treonina) en orden de (A4, Lii) si la base diana para el motivo PPR es U (uracilo); o

(asparagina, asparagina), (asparagina, serina) o (leucina, acido aspartico) en el orden de (A4, L;) si la base diana
para el motivo PPR es C (citosina).

Otra realizacion de acuerdo con la presente invencion, se refiere a un acido nucleico que codifica la proteina de fusién
de acuerdo con la presente invencion.

Otra realizacion mas de acuerdo con la presente invencion, se refiere a un vector (preferentemente un vector de
expresion) que comprende el acido nucleico de acuerdo con la presente invencion.

Ademas, otra realizacion mas de acuerdo con la presente invencion, se refiere a un método in vitro para mejorar el
nivel de expresion de una proteina a partir de un ARNm diana dentro de una célula, comprendiendo el método:

una etapa de proporcionar la proteina de fusién de acuerdo con la presente invencién o el vector de acuerdo con
la presente invencion; y
una etapa de introducir la proteina de fusién o el vector en la célula.

Ademas, en una realizacion de acuerdo con la presente invencion, la célula es una célula eucariota.
Ademas, en una realizacion de acuerdo con la presente invencion, la célula es una célula animal.
Ademas, en una realizacion de acuerdo con la presente invencion, la célula animal es una célula humana.

Las invenciones que tienen cualquier combinacion de una o mas caracteristicas de la presente invencién descritas
anteriormente también se incluyen en el alcance de la presente invencion.

[Breve descripcion de las figuras]

[Figura 1] La Figura 1 ilustra una vista esquematica de un plasmido efector y de un plasmido indicador usados en
los Ejemplos, y una vista esquematica de un esquema experimental. La Figura 1A ilustra una vista esquematica
del plasmido efector y del plasmido indicador usados en los Ejemplos. Una proteina de fusién de motivos PPR y
elF4G se expresa a partir del plasmido efector. En los ejemplos, se utilizé una proteina CRR4, cuya secuencia
diana esta bien investigada. A partir del plasmido indicador, la luciferasa de renilla (RLuc) y la luciferasa de
luciérnaga (FLuc), se transcriben en forma de un ARNm dicistronico. Se insertdé una secuencia de unioén a PPR (en
el presente documento, secuencia de unién a CRR4) en un sitio en el extremo 5' de FLuc. La Figura 1B ilustra una
vista esquematica de un esquema experimental de Ejemplos. Independientemente de la presencia/ausencia de la
secuencia de union a PPR, RLuc se traduce a un nivel similar. Por este motivo, el valor de actividad de RLuc se
puede tratar como un control en la transfeccidén en este sistema indicador. La traduccion de Fluc se inicia solo
cuando PPR-elF4G se une a la secuencia de unién a PPR y los factores de traduccién pueden ser atraidos por los
efectos de elF4G. En cambio, la traduccién de FLuc permanece a un nivel bajo si la secuencia de union a PPR no
esta presente y, por lo tanto, PPR-elF4G no se puede unir a la secuencia de union a PPR.

[Figura 2] La Figura 2 ilustra un procedimiento experimental de un ensayo indicador utilizando células HEK293T.
[Figura 3] La Figura 3 muestra los resultados experimentales del Ejemplo 1. La activacién de la traduccion
especifica de secuencia depende de CRR4-elF4G y de la secuencia de unién a PPR. Este experimento se realizd
utilizando un plasmido efector, en el que se insertdé CRR4-Flag (sin factor de activacién de la traduccion, en blanco)
0 CRR4-elF4G (con factor de activacion de la traduccion, en gris), y un vector indicador con o sin una secuencia
de unién a PPRinsertada. A partir de los resultados, se verificd que la actividad de traduccién especifica aumentaba
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2,75 veces en presencia tanto de PPR-elF4G como de la secuencia de unién a PPR. El valor representa el
promedio y la desviacion estandar (N = 3).

[Figura 4] La Figura 4 ilustra un esquema del experimento en el Ejemplo 2.

[Figura 5] La Figura 5 ilustra los resultados experimentales del Ejemplo 2 y las funciones de los dominios.

[Figura 6] La Figura 6 ilustra los resultados experimentales del Ejemplo 2 y las funciones de los dominios.

[Descripcion de la realizacion]
[Motivos PPR y proteinas PPR]

A menos que se especifique de otro modo, la expresion "motivo PPR", tal como se usa en el presente documento,
indica un polipéptido que esta compuesto por 30 a 38 aminoacidos y tiene una secuencia de aminoacidos que tiene
un valor E igual o menor que un valor predeterminado (deseablemente E-03), obteniéndose el valor E en PF01535 en
Pfam y PS51375 en Prosite durante el andlisis de la secuencia de aminoacidos con un programa de busqueda de
dominios de proteinas en la Web. El nimero de posicién de un aminoacido que forma el motivo PPR definido en la
presente invencioén, es sustancialmente como se define como PF01535 mientras que corresponde al nimero obtenido
al restar 2 de la ubicacion del aminoacido en PS51375 (por ejemplo, la posicion 1 en la presente invencion se
corresponde con la posicion 3 en PS51375). Téngase en cuenta que el término "ii" (-2)-ésimo aminoacido, se refiere
al segundo aminoacido del extremo de la cola (lado C-terminal) de los aminoacidos que forman un motivo PPR o el
aminoacido cercano al N-terminal por dos aminoacidos del primer aminoacido del siguiente motivo PPR (es decir, -2
aminoacidos). Si el siguiente motivo PPR no esta claramente identificado, el aminoacido directo por dos aminoacidos
del primer aminoacido de la siguiente estructura de hélice se define como "ii". Véase http://pfam.sanger.ac.uk/ para
Pfam y http://www.expasy.org/prosite/ para Prosite.

Aunque la secuencia de aminoacidos conservada del motivo PPR tiene propiedades de conservacion bajas a nivel de
aminoacidos, dos a-hélices estan bien conservadas en la estructura secundaria. Aunque un motivo tipico de PPR se
compone de 35 aminoacidos, su longitud es variable de 30 a 38 aminoacidos.

De acuerdo con la invencion, la expresion motivo PPR, usada en la presente invencion, estda compuesta por un
polipéptido que tiene de 30 a 38 aminoacidos de longitud y esta representado por la Férmula 1:

[Férmula 4]
(Hélice A)-X-(Hélice B)-L (Férmula 1)

donde
La hélice A es un resto que consiste en 12 aminoacidos de longitud y puede formar una estructura, y esta representada
por la Férmula 2: [Férmula 5]

A1-A2-A3-As-As-As-A7-As-As-A10-A11-Ar2 (Formula 2)

donde A1 a A1, representa cada uno independientemente un aminoacido;

X no esta presente, o es un resto que consiste en de 1 a 9 aminoacidos de longitud;

La hélice B es un resto que consiste en de 11 a 13 aminoacidos de longitud y puede formar la estructura; y L es
un resto que consiste en de 2 a 7 aminoacidos de longitud y esta representado por la Férmula 3:

[Férmula 6]
Lvii-Lvi-Lv-Liv-Liii-Lii-Li (Formula 3)

donde los aminoacidos se numeran desde el lado de C-terminal como "i" (-1), "ii" (-2), ... ¥

Lii a Lvi pueden no estar presentes, y

una combinacion de tres aminoacidos A+, A4, y Lii 0 una combinacion de dos aminoacidos A4 y Lii se corresponde
con una base o secuencia de bases del ARNm diana,

en donde uno o mas dominios funcionales (A) se seleccionan del grupo que consiste en un dominio que guia al
ribosoma hacia el ARNm, un dominio que inicia o promueve la traduccién del ARNm, un dominio asociado con la
exportacién nuclear del ARNm, un dominio que se une a una membrana del reticulo endoplasmatico, un dominio
que contiene una secuencia sefal de retencidon del reticulo endoplasmatico (sefial de retencion del RE) y un
dominio que contiene una secuencia sefial del reticulo endoplasmatico.

A menos que se especifique de otro modo, la expresioén "proteina PPR" utilizada en la presente invencién, indica una
proteina PPR que comprende uno o mas motivos PPR descritos anteriormente, preferentemente dos o mas motivos
PPR descritos anteriormente. A menos que se especifique de otro modo, el término "proteina” utilizado en el presente
documento, generalmente indica sustancias que consisten en polipéptidos (cadenas de varios aminoacidos unidas a
través de un enlace peptidico), incluyendo también las que consisten en polipéptidos de peso molecular relativamente
bajo. El término "aminoacido" utilizado en la presente invencién, puede indicar una molécula de aminoacido habitual,
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o de otro modo, en algunos casos, puede indicar un residuo de aminoacido que forma una cadena peptidica. Los
expertos en la técnica entienden claramente a partir de los contextos qué caso indica el término.

A menos que se especifique de otro modo, el término "selectivo" utilizado en la presente invencién, sobre las
propiedades de unién del motivo PPR a las bases de ARN, indica que la actividad de unién de un motivo PPR a una
de las bases de ARN es mayor que la actividad de union del mismo a otras bases. Los expertos en la técnica pueden
planificar el experimento para esta selectividad y verificarlo, y también pueden determinarlo mediante calculo.

A menos que se especifique de otro modo, la expresion "base de ARN" utilizada en la presente invencién, indica una
base de un ribonucleétido que forma un ARN, especificamente adenina (A), guanina (G), citosina (C) o uracilo (U).
Téngase en cuenta que, aunque la proteina PPR puede tener selectividad a la base en el ARN, no se une a un
monomero de acido nucleico.

La proteina PPR esta presente en muchas plantas y en Arabidopsis thaliana se pueden encontrar 500 proteinas y
aproximadamente 5000 motivos. Los motivos PPR vy las proteinas PPR que tienen una variedad de secuencias de
aminoacidos también estan presentes en muchas plantas terrestres como Oryza, Populus y Selaginella tamariscina.
En la presente invencion, se pueden usar, por ejemplo, motivos PPR y proteinas PPR presentes en la naturaleza, o
motivos PPR y proteinas PPR disefiados basandose en el método desvelado en el documento W02013/058404.
Especificamente, los motivos PPR vy las proteinas PPR deseados se pueden disefiar basandose en la siguiente
informacion desvelada en el documento W02013/058404.

(1) Informacién sobre la posicién del aminoacido esencial para la unién selectiva

La combinacion (A1, A4, Lii) de tres, es decir, 1°, 4° y "ii" (-1)-ésimo aminoacidos de un motivo PPR o la combinacion
(A4, Lii) de dos, es decir, 4° y "ii" (-1)-ésimo aminoacidos, son esenciales para la unién selectiva a la base de ARN, y
la base de ARN diana para la unién se puede determinar mediante estas combinaciones.

La presente invencion puede utilizar los hallazgos sobre la combinacion de tres aminoacidos A1, A4 y Lii, y/o la
combinacién de dos aminoacidos A4 y Lii desvelados en el documento W02013/058404.

(1) Informacién sobre la correspondencia de la combinacion de tres aminoacidos A1, A4 vy Lii a bases de ARN

(3-1) Si la combinacion de tres aminoacidos A1, A4 y Lii es valina, asparagina y acido aspartico en este orden, el
motivo PPR tiene una capacidad de unién a bases de ARN selectiva de la siguiente manera: la unién a U es la
mas fuerte y la union a C es la segunda mas fuerte, seguida de unién a A o G.

(3-2) Si la combinacion de tres aminoacidos A1, A4 y Lii es valina, treonina y asparagina en este orden, el motivo
PPR tiene una capacidad de union a bases de ARN selectiva de la siguiente manera: la unién a A es la mas fuerte
y la unién a G es la segunda mas fuerte, seguida de unién a C sin unién a U.

(3-3) Si la combinacion de tres aminoacidos A1, A4 y Lii es valina, asparagina y asparagina en este orden, el motivo
PPR tiene una capacidad de union a bases de ARN selectiva de la siguiente manera: la unién a C es la mas fuerte
y la unién a A o U es la segunda mas fuerte, sin unién a G.

(3-4) Si la combinacioén de tres aminoacidos A1, A4 y Lii es acido glutamico, glicina y acido aspartico en este orden,
el motivo PPR tiene una capacidad de union a bases de ARN selectiva de la siguiente manera: la union a G es
fuerte, sin unibn a A, U o C.

(3-5) Si la combinacion de tres aminoacidos A1, A4 y Lii es isoleucina, asparagina y asparagina en este orden, el
motivo PPR tiene una capacidad de unién a bases de ARN selectiva de la siguiente manera: la unién a C es la
mas fuerte y la unién a U es la segunda mas fuerte, seguida de unién a A, sin unién a G.

(3-6) Si la combinacion de tres aminoacidos A1, A4 y Lii es valina, treonina y acido aspartico en este orden, el
motivo PPR tiene una capacidad de unién a bases de ARN selectiva de la siguiente manera: la uniéon a G es la
mas fuerte y la unién a U es la segunda mas fuerte, sin union a A o C.

(3-7) Si la combinacién de tres aminoacidos A1, A4 y Lii es lisina, treonina y acido aspartico en este orden, el
motivo PPR tiene una capacidad de unién a bases de ARN selectiva de la siguiente manera: la uniéon a G es la
mas fuerte y la unién a A es la segunda mas fuerte, sin unién a U o C.

(3-8) Si la combinacién de tres aminoacidos A1, A4 y Lii es fenilalanina, serina y asparagina en este orden, el
motivo PPR tiene una capacidad de unién a bases de ARN selectiva de la siguiente manera: la unién a A es la mas
fuerte y la union a C es la segunda mas fuerte, seguida de uniona Gy U.

(3-9) Sila combinacioén de tres aminoacidos A1, A4 y Lii es valina, asparagina y serina en este orden, el motivo
PPR tiene una capacidad de union a bases de ARN selectiva de la siguiente manera: la unién a C es la mas fuerte
y la unién a U es la segunda mas fuerte, sin union a A o G.

(3-10) Si la combinacion de tres aminoacidos A1, A4 y Lii es fenilalanina, treonina y asparagina en este orden, el
motivo PPR tiene una capacidad de unién a bases de ARN selectiva de la siguiente manera: la unién a A es fuerte,
sinuniébna G, Uo C.

(3-11) Si la combinacién de tres aminoacidos A1, A4 y Lii es isoleucina, asparagina, acido aspartico en este orden,
el motivo PPR tiene una capacidad de unién a bases de ARN selectiva de la siguiente manera: la unién a U es la
mas fuerte y la unién a A es la segunda mas fuerte, sin uniona G o C.

(3-12) Si la combinacion de tres aminoacidos A1, A4, y Lii es treonina, treonina y asparagina en este orden, el
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motivo PPR tiene una capacidad de unién a bases de ARN selectiva de la siguiente manera: la unién a A es fuerte,
sinuniébna G, Uo C.

(3-13) Si la combinacion de tres aminoacidos A1, A4 y Lii es isoleucina, metionina y acido aspartico en este orden,
el motivo PPR tiene una capacidad de union a bases de ARN selectiva de la siguiente manera: la unién a U es la
mas fuerte y la unién a C es la segunda mas fuerte, sin unibona Ao G.

(3-14) Si la combinacion de tres aminoacidos A1, A4 y Lii es fenilalanina, prolina y acido aspartico en este orden,
el motivo PPR tiene una capacidad de unidn a bases de ARN selectiva de la siguiente manera: la unién a U es la
mas fuerte y la unién a C es la segunda mas fuerte, sin unibna Ao G.

(3-15) Si la combinacion de tres aminoacidos A1, A4 y Lii es tirosina, prolina y acido aspartico en este orden, el
motivo PPR tiene una capacidad de union a bases de ARN selectiva de la siguiente manera: la unién a U es fuerte,
sinunién a A, Go C.

(3-16) Si la combinacién de tres aminoacidos A1, A4 y Lii es leucina, treonina y acido aspartico en este orden, el
motivo PPR tiene una capacidad de union a bases de ARN selectiva de la siguiente manera: la unién a G es fuerte,
sinuniéna A, Uo C.

(1) Informacién sobre la correspondencia de la combinacién de dos aminodcidos A4 vy Lii a las bases de ARN

(2-1) Si A4 y Lii en este orden son asparagina y acido aspartico, el motivo PPR tiene una capacidad de union a
bases de ARN selectiva de la siguiente manera: la uniéon a U es la mas fuerte y la unién a C es la segunda mas
fuerte, seguida de uniona Ay G.

(2-2) Si A4 y Lii en este orden son asparagina y asparagina, el motivo PPR tiene una capacidad de unién a bases
de ARN selectiva de la siguiente manera: la unién a C es la mas fuerte, la uniéon a U es la segunda mas fuerte,
seguida de uniona Ay G.

(2-3) Si A4 y Lii en este orden son treonina y asparagina, el motivo PPR tiene una capacidad de unién a bases de
ARN selectiva con union fuerte a A y union débil a G, Uy C.

(2-4) Si A4 y Lii en este orden son treonina y acido aspartico, el motivo PPR tiene una capacidad de unién a bases
de ARN selectiva con unioén fuerte a G y unién débila A, Uy C.

(2-5) Si A4 y Lii en este orden son serina y asparagina, el motivo PPR tiene una capacidad de unioén a bases de
ARN selectiva de la siguiente manera: la union a A es la mas fuerte y la unién a G, U y C es la segunda mas fuerte.
(2-6) Si A4 y Lii en este orden son glicina y acido aspartico, el motivo PPR tiene una capacidad de union a bases
de ARN selectiva de la siguiente manera: la unién a G es la mas fuerte y la unioén a U es la segunda mas fuerte,
seguida de union a A, sin union a C.

(2-7) Si A4 y Lii en este orden son asparagina y serina, el motivo PPR tiene una capacidad de union a bases de
ARN selectiva de la siguiente manera: la unién a C es la mas fuerte y la unién a U es la segunda mas fuerte,
seguida de uniona Ay G.

(2-8) Si A4 y Lii en este orden son prolina y acido aspartico, el motivo PPR tiene una capacidad de unién a bases
de ARN selectiva de la siguiente manera: la union a U es la mas fuerte y la unién a G, C, y C es la segunda mas
fuerte, sin unién a A.

(2-9) Si A4 y Lii en este orden son glicina y asparagina, el motivo PPR tiene una capacidad de unién a bases de
ARN selectiva de la siguiente manera: la unién a A es la mas fuerte y la unioén a G es la segunda mas fuerte, sin
uniéna C o U.

(2-10) Si A4 y Lii en este orden son metionina y acido aspartico, el motivo PPR tiene una capacidad de union a
bases de ARN selectiva con unién fuerte a U y union débila A, Gy C.

(2-11) Si A4 y Lii en este orden son leucina y acido aspartico, el motivo PPR tiene una capacidad de union a bases
de ARN selectiva de la siguiente manera: la unién a C es la mas fuerte y la unién a U es la segunda mas fuerte,
sinunidéna Ao G.

(2-12) Si A4 y Lii en este orden son valina y treonina, el motivo PPR tiene una capacidad de unién a bases de ARN
selectiva de la siguiente manera: la unién a U es la mas fuerte y la unién a A es la segunda mas fuerte, sin union
aGoC.

[Uso de motivos PPR y de proteinas PPR]

Identificacion y disefio:

Un motivo PPR puede reconocer una base especifica de un ARN. De acuerdo con la presente invencion, los motivos
PPR selectivos a A, U, G o C, se pueden seleccionar o disefiar disponiendo los aminoacidos apropiados en posiciones
especificas de un motivo PPR. Por otro lado, una proteina que contiene una serie apropiada de tales motivos PPR
puede reconocer su secuencia especifica correspondiente. Ademas, de acuerdo con los hallazgos descritos
anteriormente, se puede disefiar un motivo PPR que se puede unir selectivamente a una base de ARN deseada y una
proteina que tiene una pluralidad de motivos PPR que se pueden unir de forma especifica en secuencia a un ARN
deseado. En disefio, la informacién de secuencia de un motivo PPR de origen natural puede referirse con respecto a
restos distintos de los aminoacidos dispuestos en las posiciones importantes del motivo PPR. Como alternativa, se
puede disefiar un motivo PPR usando un motivo PPR de origen natural como un todo y reemplazando sélo los
aminoacidos en las posiciones importantes por otros aminoacidos. El nUmero de repeticiones del motivo PPR se puede
determinar apropiadamente de acuerdo con la secuencia diana; por ejemplo, el nimero de repeticiones puede ser de
2 omas, ode 2 a 30.
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El motivo PPR o la proteina PPR asi disefiados se pueden preparar mediante un método bien conocido por los
expertos en la técnica. Por ejemplo, se puede determinar una secuencia de acido nucleico que codifica una secuencia
de aminoacidos del motivo PPR disefiado o de la proteina PPR a partir de la secuencia de aminoacidos, y se puede
clonar para preparar un transformante (tal como un vector de expresion) que produzca un motivo PPR o una proteina
PPR deseados.

Preparacion y uso de la proteina de fusion:

La presente invencion se refiere a una proteina de fusién del motivo PPR o de la proteina PPR descritos anteriormente,
tal como se define en las reivindicaciones (es decir, un polipéptido que puede unirse a la base del ARN selectivamente
o0 a la secuencia de la base del ARN especificamente al ARNm diana) y uno o mas dominios funcionales que mejoran
el nivel de expresion de una proteina a partir de un ARNm.

El "dominio funcional que mejora el nivel de expresion de una proteina a partir de un ARNm" que se puede usar en la
presente invencién, puede ser todo o parte funcional de un dominio funcional de una proteina conocida que promueve
directa o indirectamente la traduccion del ARNm, por ejemplo. De acuerdo con la invencion, el dominio funcional que
se puede usar en la presente invencion, se selecciona de un dominio que guia al ribosoma hacia el ARNm, un dominio
que inicia o promueve la traduccién del ARNm, un dominio asociado con la exportacién nuclear del ARNm, un dominio
que se une a una membrana del reticulo endoplasmatico, un dominio que contiene una secuencia senal de retenciéon
en reticulo endoplasmatico (sefial de retencion en RE) y un dominio que contiene una secuencia sefal del reticulo
endoplasmatico, por ejemplo.

De manera mas especifica, el dominio que guia al ribosoma hacia el ARNm puede ser un dominio que contenga todo
o la parte funcional de un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en DENR (proteina regulada por densidad),
MCT-1 (secuencia 1 amplificada de linfocitos T malignos), TPT1 (proteina tumoral controlada traduccionalmente) y
Lerepo4 (dominio CCCH de dedo de zinc). El dominio que inicia o promueve la traducciéon del ARNm puede ser un
dominio que contenga todo o la parte funcional de un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en elF4E y
elF4G. El dominio asociado con la exportacion nuclear del ARNm puede ser un dominio que contenga todo o la parte
funcional de SLBP (proteina de unién al bucle del tallo). EI dominio que se une a una membrana del reticulo
endoplasmatico puede ser un dominio que contenga todo o la parte funcional de un polipéptido seleccionado del grupo
que consiste en SEC61B, TRAP-alfa (proteina alfa asociada a Translocon), SR-alfa, Dial (citocromo b5 reductasa 3) y
p180. La secuencia sefial de retencion del reticulo endoplasmatico (sefal de retencion del RE) puede ser una
secuencia sefial que contiene una secuencia KDEL (KEEL). La secuencia sefial del reticulo endoplasmatico puede
ser una secuencia sefal que contiene MGWSCIILFLVATATGAHS (SEQ ID NO: 22).

En la proteina de fusion de acuerdo con la presente invencion, el dominio funcional se puede fusionar con el lado N-
terminal de la proteina PPR, se puede fusionar con el lado C-terminal de la proteina PPR, o se puede fusionar tanto
con el lado N-terminal como con el lado C-terminal del mismo. Ademas, la proteina de fusiéon de acuerdo con la
presente invencion puede incluir varios dominios funcionales (por ejemplo, de 2 a 5 dominios funcionales). Por otro
lado, en la proteina de fusidon de acuerdo con la presente invencion, el dominio funcional y la proteina PPR, se pueden
fusionar indirectamente a través de un enlazador, por ejemplo.

La presente invencién también se refiere a un acido nucleico que codifica la proteina de fusién descrita anteriormente
y a un vector (tal como un vector de expresion) que comprende el acido nucleico. El vector de expresion en el presente
documento se refiere a, por ejemplo, un vector que comprende un ADN que tiene una secuencia promotora, un ADN
que codifica una proteina deseada y un ADN que tiene una secuencia de terminacion, en este orden desde la direccion
5'. Es posible que el vector de expresion no tenga estos ADN en este orden siempre que demuestre las funciones
deseadas. En la presente invencién se puede utilizar una variedad de vectores de expresion que normalmente pueden
utilizar los expertos en la técnica.

Dado que la proteina de fusién de acuerdo con la presente invencion usa el mecanismo de traduccién de ARN de
eucariotas, ésta puede funcionar en células de eucariotas (como animales, plantas, microorganismos (por ejemplo,
levaduras) y protistas). La proteina de fusion de acuerdo con la presente invencion, puede funcionar dentro de células
animales (in vitro o in vivo) en particular. Ejemplos de células animales en las que se puede introducir la proteina de
fusion de acuerdo con la presente invencién o un vector que expresa la proteina de fusiéon de acuerdo con la presente
invencion, pueden incluir células que provienen de ser humano, mono, cerdo, vaca, caballo, perro, gato, raton y rata.
Ejemplos de células cultivadas en las que se puede introducir la proteina de fusion de acuerdo con la presente
invencion o un vector que expresa la proteina de fusién de acuerdo con la presente invencion pueden incluir, pero no
debe limitarse a, células de ovario de hamster chino (CHO), células COS-1, células COS-7, células VERO (ATCC
CCL-81), células BHK, células MDCK que provienen de rifidn de perro, células de hamster AV-12-664, células Hela,
células WI38, células 293, células 293T y células PER.C6.

Los términos utilizados en el presente documento, excluyendo los particularmente definidos, se utilizan para ilustrar
las realizaciones especificas y no se pretende que sean limitativos de la invencion.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 874 230 T3

El término "comprender" usado en el presente documento, a menos que los contextos requieran claramente diferentes
entendimientos, pretende expresar que una entrada descrita (tal como un miembro, una etapa, un componente o un
nuamero) esta presente, y no pretende excluir la presencia de otras entradas (como un miembro, una etapa, un
componente o un numero).

A menos que se definan de otro modo, todos los términos utilizados en el presente documento (incluidos los términos
técnicos y cientificos) tienen el mismo significado que los entendidos ampliamente por los expertos en la técnica a la
que pertenece la presente invencion. A menos que se defina claramente lo contrario, los términos utilizados en el
presente documento deben interpretarse con el significado que corresponde a los mismos y a su campo técnico
relacionado, y no deben interpretarse como significados idealizados o excesivamente formales.

En lo sucesivo, en el presente documento, la presente invencion se describira mas en detalle con referencia a los
Ejemplos. Sin embargo, la presente invencion se puede implementar con una variedad de aspectos y no debe
interpretarse como limitativa de los Ejemplos descritos a continuacion.

[Ejemplos]

Ejemplo 1: Mejora en el nivel de expresion de proteinas del ARNm diana mediante la proteina de fusién del motivo
PPR Yy elF4G

Materiales

(Equipo)

- Instalacion basica para experimentos de biologia molecular (para la construccion de plasmidos, por ejemplo)
- Microscopio invertido (DM IL S40, Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania)

- Incubadora de CO; (KM-CC17RH2, Panasonic Healthcare, Tokio, Japon)

- Mesa de laboratorio aséptica (MHE-S1300A2, Panasonic Healthcare, Tokio, Japon)

- Aspirador (SP-30, Air Liquide Medical Systems, Bovezzo BS, ltalia)

- Centrifuga (rotor oscilante) (LC-200, Tomy Seiko, Tokio, Japén)

- Congelador de temperatura ultrabaja (-80 °C) (MDF-C8V, Panasonic Healthcare, Tokio, Japon)

- Lector de placas (EnSight Kaleido, PerkinElmer, Waltham, MA, EE.UU.)

(Cultivo celular)

- Linea celular HEK293T (véase la nota 1)

- Medio de cultivo de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, rico en glucosa) (véase la nota 2)

- Solucién de penicilina-estreptomicina a 100x

- Suero fetal bovino (FBS) (véase la nota 3)

- Solucién EDTA-NaCl: EDTA 10 mM y NaCl al 0,85 % (p/v), pH ajustado de 7,2 a 7,4, esterilizada en autoclave,
almacenada a temperatura ambiente

- Placa de Petri de cultivo celular de 100 x 20 mm (Greiner bio one, Frickenhausen, Alemania)

- Pipeta esterilizada desechable de 10 ml

- Tubos de centrifuga de plastico de 15 ml y 50 ml

- Criotubo de 1,8 ml (Nunc; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.)

- Recipiente de congelacion (Nalgene; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.)

- Bambanker (Lymphotec, Tokio, Japon)

(Transfeccion)

- Plasmido efector: pcDNA3.1 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.) se utilizd6 como vector basico. Se
inserta un gen de fusion de PPR y elF4G en un casete de expresion (100 ng/ul) (véase la nota 4).

- Plasmido indicador: pcDNA3.1 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.) se utilizd6 como vector basico. Los
genes de luciferasa se insertan en un casete de expresion y una secuencia de unién a PPR se inserta en su 5'-
UTR (100 ng/pl).

- Placa de 96 pocillos recubierta con poli-L-lisina (AGC Techno glass, Shizuoka, Japén)

- Solucién salina tamponada con fosfato a 1x, PBS(-): KH2PO4 1,47 mM, Na;HPO4 8,1 mM, NaCl 137 mM y KCI
2,7 mM. pH ajustado a 7,4, esterilizada en autoclave, almacenada a temperatura ambiente

- Hemocitdmetro (para contar el nimero de células) (placa de recuento de células tipo Neubauer mejorada, Watson,
Hyogo, Japodn)

- Reactivo de transfeccion (HilyMax, Dojindo Molecular Technologies, Kumamoto, Japon)

(Ensayo de luciferasa)

- Sistema de ensayo de luciferasa Dual-Glo (Promega, Madison, WI, EE.UU)
- Placa de luminémetro de 96 pocillos (PerkinElmer, Waltham, MA, EE.UU.).
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Método experimental

(Construccion del vector)

El ensayo indicador requiere un plasmido efector y un plasmido indicador. Ambos plasmidos se construyen basandose
en pcDNAS3.1. El plasmido efector incluye un gen de fusion que codifica una proteina PPR y un dominio parcial de
elF4G humano (SEQ ID NO: 1) (Figura 1A). El resto de proteina PPR utilizado fue CRR4 (SEQ ID NO: 2). El plasmido
indicador incluye dos marcos de lectura abiertos (ORF, siglas del inglés open reading frames), especificamente,
luciferasa de renilla (RLuc) y luciferasa de luciérnaga (FLuc), que se transcriben dicistrénicamente (Figura 1A). El gen
de RLuc se encuentra en el lado del extremo 5' del gen de FLuc y se utilizé6 como control de la expresion génica. La
region de union a PPR se inserta en la 5'-UTR del ORF de FLuc y consiste en tres repeticiones de una secuencia de
reconocimiento de CRR4 (5-UAUCUUGUCUUUA-3 ') (SEQ ID NO: 3) interrumpida con secuencias de cuatro bases
(ATCG y GATC). Para expresar tanto el gen efector fusionado como el gen indicador, se utilizaron un promotor de
citomegalovirus (CMV) y una sefial de poliadenilacion que proviene del gen de la hormona del crecimiento bovino.
Para un experimento de control, se construyo un plasmido efector sin elF4G, fusionando una etiqueta de epitopo FLAG
a la PPR. También se construyd un plasmido indicador de control sin una regiéon de unioén a PPR.

En la Figura 2 se muestra el esquema de los procedimientos desde el cultivo celular hasta el ensayo indicador en los
Ejemplos.

(Cultivo de células de solucion madre congelada)

Esta etapa se realiza asépticamente. Todas las herramientas se someten previamente a tratamiento antiséptico con
etanol al 70 %.

1. Se coloca un medio de cultivo DMEM de 9 ml en un tubo de centrifuga de 15 ml (esterilizado).

2. Se incuba 1 ml de células HEK293T congeladas en un criotubo en un bafio de agua a 37 °C para fundir
rapidamente las células.

3. Las células se colocan en el tubo de centrifuga de 15 ml que contiene 9 ml de DMEM.

4. El tubo de centrifuga se centrifuga a temperatura ambiente y 1100 x g durante dos minutos y se retira el
sobrenadante.

5. Las células se resuspenden en 10 ml de DMEM (se afiade FBS de manera que la concentracion final sea del
10 %).

6. Las células suspendidas se transfieren a una placa de Petri de 100 mm. La placa de Petri se dejo reposar en
una incubadora a 37 °Cy con CO al 5 %. Si el cultivo se inicié a partir de la solucion madre congelada, las células
cultivadas se subcultivaron después de 24 horas.

Para mantener las células sanas (véase la nota 5), la densidad celular en la superficie de la placa de Petri se mantiene
entre el 10 % y el 80 %. El pase se realiza basicamente cada tres dias (dos veces por semana), o se realiza de acuerdo
con la tasa de crecimiento de las células. Por otro lado, para mantener un nimero reducido de pases, las células se
cultivan recientemente a partir de la reserva congelada una vez al mes. Para que la transfeccion de ADN sea eficaz,
es importante que el nimero de pases sea reducido y que las células se mantengan sanas.

(Pases para mantener las células)

1. Se proporcionan nuevas placas de Petri de 100 mm segun sea necesario. Se colocan preliminarmente 8 ml de
DMEM y 1 ml de FBS en cada una de las placas de Petri.

2. El medio de cultivo de una placa de Petri que contiene las células cultivadas, se retira con un aspirador (véase
la nota 6).

3. Se afiaden cuidadosamente 2 ml de solucién de EDTA-NaCl a las células adheridas en la superficie de la placa
de Petri para que éstas no se desprendan. La placa de Petri se gira para distribuir uniformemente la solucién por
toda la superficie de la placa de Petri. La solucion de EDTA-NaCl se retira con un aspirador. Para que las células
se deprendan, la placa de Petri se golpetea cuidadosamente.

4. Se afaden 10 ml de DMEM a las células en la placa de Petri y éstas se suspenden pipeteando cuidadosamente.
5. A las placas de Petri anteriormente proporcionadas, se afiade 1 ml de células en suspension (10 % de células
cultivadas)y cada una de ellas contiene 9 ml de medio de cultivo. Cada una de las placas de Petri se gira para
distribuir las células por toda su superficie.

(Almacenamiento de células por congelacion)
Se prepara una reserva congelada con reactivo Bambanker y las células se cultivan en una fase de crecimiento
logaritmico a una densidad celular de hasta el 50 %. El uso de Bambanker proporciona una alta tasa de recuperacion

y facilita el almacenamiento a largo plazo.

1. Las células del segundo dia desde el pase, se desprenden de acuerdo con el procedimiento del pase. Se afiaden
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de 5a 10 ml de DMEM y las células se recuperan en un tubo de centrifuga de 50 ml.

2. El tubo de centrifuga se centrifuga a temperatura ambiente y 1100 x g durante dos minutos y se retira el
sobrenadante.

3. Se afiade 1 ml de Bambanker por placa de Petri para suspender las células.

4. Las células suspendidas se dispensan rapidamente en criotubos y los criotubos se cubren con sus tapas.

5. Los criotubos se colocan en un recipiente de congelacion especifico y se dejan reposar a-80 °C durante 12 horas
(véase la nota 7).

6. Los criotubos se transfieren a una caja de muestra estandar y se almacenan a -80 °C o en nitrogeno liquido.

(Introduccion transitoria de genes (transfeccion))

1. Antes de comenzar la transfeccion, segun sea necesario, se proporcionan placas de Petri, conteniendo cada
una de ellas, las células del segundo dia desde el pase y se comprueba si las células estan sanas (normales) o no
(véase la nota 8). Se pueden realizar aproximadamente 96 ensayos con una placa de Petri como estimacion.

2. Las células del segundo dia desde el pase, se desprenden de acuerdo con el procedimiento del pase, y las
células suspendidas se transfieren a un tubo de centrifuga de 50 ml.

3. El tubo de centrifuga se centrifuga a temperatura ambiente y 1100 x g durante dos minutos y se retira el
sobrenadante.

4. Los grupos de células se dispersan completamente en 10 ml de DMEM (se afiade FBS de manera que la
concentracion final sea del 10 %).

5. El numero de células se cuenta con un hemocitdmetro y un microscopio invertido. Las células se suspenden en
una cantidad apropiada de DMEM (se afiade FBS de manera que la concentracion final sea del 10 %) de modo
que el numero de células sea de 1 a 2 x 10° células/ml.

6. Se proporciona una placa de 96 pocillos. En cada pocillo, se colocan 200 pl (de 2 a 4 x 10* células/ml) de células
cultivadas suspendidas, y la placa se deja reposar durante la noche en una incubadora a 37 °C con CO; al 5 %.
Se utiliza un pocillo para un ensayo.

7. Al dia siguiente, el medio de cultivo se retira cuidadosamente de cada pocillo y se reemplaza por 100 pl de
DMEM nuevo (se afiade FBS de manera que la concentracion final sea del 10 %).

8. Se colocan 400 ng de plasmido efector (4 yl de 100 ng/ul) y 100 ng de plasmido indicador (1 pl de 100 ng/ul) en
un solo pocillo de una nueva placa de PCR de 96 pocillos (o en un tubo de 0,2 ml).

9. Para un ensayo, se diluye 1 pl de HilyMAX con 10 ul de DMEM sin suero.

10. Se colocan 11 pl de solucién diluida en cada uno de los pocillos que contienen los plasmidos. La solucion se
mezcla bien con los plasmidos mediante pipeteo.

11. La solucion se deja reposar a temperatura ambiente durante 15 minutos. La cantidad total de la mezcla se
coloca en los pocillos que contienen las células cultivadas. La placa se deja reposar en una incubadora a 37 °C
con CO; al 5 % durante 24 horas.

(Ensayo de luciferasa)

El ensayo de luciferasa dual se realiza utilizando el sistema de ensayo de luciferasa Dual-Glo de acuerdo con las
instrucciones de uso del fabricante, excepto por algunas modificaciones.

1. Después de 24 horas desde la transfeccion, el medio de cultivo de cada pocillo se reemplaza por 40 pl 1 x PBS(-).

45

50

55

60

65

2. Se colocan 40 pl de reactivo de luciferasa Dual-Glo en cada pocillo y se mezcla bien con el medio de cultivo
mediante pipeteo.

3. La mezcla se deja reposar a temperatura ambiente durante 10 minutos y la cantidad total de la misma se
transfiere a una placa luminométrica de 96 pocillos.

4. La emision de luz de luciferasa de luciérnaga relacionada con la expresion del gen de FLuc se mide con un
lector de placas.

5. Un sustrato Stop & Glo se diluye 100 veces con un tampén Dual-Glo Stop & Glo. Se afiaden 40 pl de la solucion
diluida a cada pocillo.

6. La placa se deja reposar al menos a temperatura ambiente durante 10 minutos, y después se mide la emision
de luz de la luciferasa de renilla relacionada con la expresion del gen de RLuc.

(Analisis de los datos)

1. El valor de FLuc/RLuc se calcula para corregir una diferencia en la eficacia de transfeccion entre los ensayos o
errores experimentales.

2. Se determina un aumento en la actividad de la expresion del gen indicador en presencia de la region de unién
a PPR y en ausencia de la misma, dividiendo un valor experimental obtenido usando el plasmido de acuerdo con
la presente invencién (plasmido que codifica una proteina de fusion de CRR4 y un dominio de activacion de la
traduccion elF4G) entre un valor experimental obtenido usando un plasmido de control (plasmido que codifica una
proteina de fusion de CRR4 y etiqueta FLAG).
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Resultados experimentales

Los resultados del ensayo de luciferasa se muestran en la Figura 3. Tal como se muestra en la Figura 3, se verifico
especificamente una actividad de traduccion 2,75 veces mayor en presencia tanto de PPR-elF4G como de la
secuencia de union a PPR. Es decir, se demuestra que la proteina de fusion de la proteina PPR y el dominio funcional,
que mejora un nivel de expresion de la proteina a partir de un ARNm, mejoran el nivel de expresion de la proteina a
partir del ARNm diana.

Notas

(Nota 1) HEK293T es una linea celular de rifidon que proviene de feto humano que expresa un antigeno T grande del
SV40. La linea celular se cultiva faciimente y se puede transfectar con alta eficacia mediante una variedad de métodos.
Las células HEK293T estan disponibles en RIKEN BRC (ja.brc.riken.jp) o en la ATCC (www.atcc.org).

(Nota 2) Se afade una solucién de penicilina-estreptomicina a 1x al DMEM para evitar la contaminacién con
microorganismos.

(Nota 3) Antes de usar, el FBS se inactiva a 56 °C durante 30 minutos y se almacena a 4 °C.

(Nota 4) La pureza del plasmido es significativamente importante para la eficacia de la transfeccion. El plasmido se
debe aislar utilizando un kit de calidad transfeccion.

(Nota 5) Una tasa de crecimiento diaria es un indice que indica que las células estan sanas. Para evitar la supresion
del crecimiento celular, las células se deben cultivar siempre en un espacio suficiente y en condiciones nutricionales
suficientes.

(Nota 6) Las células HEK293T se deben tratar cuidadosamente cuando se reemplaza el medio de cultivo, porque las
células se desprenden facilmente de la placa de Petri de cultivo.

(Nota 7) El recipiente de congelacion especifico es una caja cuya velocidad de congelacion se puede ajustar
(aproximadamente de -1 °C por minuto a -80 °C) y permite congelar las células almacenadas en un congelador no
programable a -80 °C.

(Nota 8) En la transfeccién, las células se utilizan a una densidad de cultivo del 50 al 80 %. Sin embargo, una densidad
celular apropiada depende del reactivo de transfeccion. Adicionalmente, la proporcién del reactivo de transfeccion (ul)
frente al ADN plasmidico (ug) también debe optimizarse de acuerdo con las instrucciones de uso del fabricante. El
procedimiento descrito en el presente documento esta optimizado para una condicién en la que se usa una placa de
96 pocillos, células HEK293T y HilyMAX como reactivo de transfeccion.

Ejemplo 2: Mejora en el nivel de expresion de la proteina del ARNm diana por la proteina de fusién de PPR y otro
dominio funcional

En el caso de que se produzcan sustancias utiles utilizando células, las cantidades de proteina sintetizadas por genes
enddégenos y genes exdgenos deben controlarse con precision. La cantidad final de proteina sintetizada esta
determinada por las posiciones de insercion de los genes, la cantidad de transcripcion de ARNm, la regulacion
postranscripcional (regulacion a nivel de ARN), la modificacidon postraduccional y similares. Por estas razones, los
presentes inventores han ideado un método para mejorar la traduccion de los ARNm aprovechando el hecho de que
una secuencia de proteina PPR se une especificamente a una molécula de ARN diana (Figura 4). En la traduccion de
los ARNm en eucariotas, un ARNm se somete a la acciéon de un factor de iniciacion de la traduccion (factor de iniciacion
eucariota; elF, siglas del inglés eukaryotic initiation factor). Como resultado, el ribosoma se recluta cerca del punto de
inicio de la traduccion y después se inicia la traduccion del ARNm. En otras palabras, los presentes inventores han
considerado que la traduccion del ARNm se puede mejorar artificialmente si el ribosoma solo puede reclutarse en el
ARNmM. Ademas, la traduccion de un ARNm en una proteina generalmente se realiza en el RE. Por este motivo, los
presentes inventores han considerado que la traduccién del ARNm se puede mejorar localizando intencionalmente el
ARNmM diana en el RE.

Verificacion por experimento

Para verificar la idea anterior, se prepard un sistema de ensayo indicador usando células animales (HEK293T)
cultivadas (el experimento se realizé mediante el mismo método que en el Ejemplo 1, excepto que se usaron dominios
funcionales diferentes). El sistema se construyo utilizando la proteina CRR4 (una de las proteinas PPR de Arabidopsis
thaliana), que se sabe que se une a una secuencia de ARN especifica (VLAUCUUGUCUUUA) (SEQ ID NO: 3). En
primer lugar, se prepard un vector de expresion de la proteina de fusion (plasmido efector) de CRR4 y un dominio
candidato funcional de la proteina. Los dominios candidatos seleccionados fueron (a) proteinas elF (elF4E y elF4G),
(b) proteinas unidas a ribosoma (DENR, MCT-1, TPT1 y Lerepo4), (c) factores de regulacion de la traduccion (SLBP)
de histona que promueven el transporte del ARNm transcrito desde el nucleo al citoplasma, (d) proteinas de anclaje
al RE (SEC61B, TRAP-alfa, SR-alfa, Dial y p180), (e) sefial de retencion del RE (KDEL) y (f) péptido sefial del RE. Las
proteinas de fusion se clonaron para expresarse en forma de HA-CRR4-XX o XX-CRR4-HA (HA: etiqueta de epitopo
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(SEQ ID NO: 4); XX: dominio candidato).

El plasmido indicador incluia un casete de expresion en el que se transcriben la luciferasa de renilla (RLuc) y la
luciferasa de luciérnaga (FLuc) en forma de un ARNm dicistrénico bajo el control de un promotor del CMV. Se insertan
tres secuencias de union a PPR (UAUCUUGUCUUUA) (SEQ ID NO: 3) en un sitio en el extremo 5' de Fluc.

El plasmido efector y el plasmido indicador se transfectaron en células HEK293T y se midieron las intensidades de
emision de luz de RLUC y FLUC. La intensidad de la emision de luz de RLUC se traté como un control de transfeccion,
y el valor de la intensidad de la emision de luz de FLUC/la intensidad de la emision de luz de RLUC se tratd como una
cantidad de actividad de traduccion.

Resultados

Los resultados que se muestran en las Figuras 5 y 6 se examinaron utilizando los siguientes indices (A) y (B).

(A) Comparacion entre la ausencia y la presencia de la diana

La comparacién muestra una cantidad de cambio especifico de secuencia en la traduccion.

(B) Comparacion con la presencia de la diana y la ausencia del efector (vacio) (linea discontinua negra)

La comparacién muestra una cantidad de cambio en la traduccién causada por la adicion del dominio.

1. Se fusion6 elF4E con el lado C-terminal de CRR4.

(A) 2,7 veces
(B) 1,6 veces

2. Se fusion6 elF4G con el lado C-terminal de CRRA4.

(A) 4,5 veces
(B) 3,3 veces

3. Se fusion6é DENR con el lado N-terminal de CRRA4.

(A) 1,7 veces
(B) 1,3 veces

4. Se fusion6 DENR con el lado C-terminal de CRR4.

(A) 2,4 veces
(B) 1,7 veces

5. Se fusiond MCT-1 con el lado N-terminal de CRR4.

(A) 1,3 veces
(B) 1,0 vez

6. Se fusiond MCT-1 con el lado C-terminal de CRR4.

(A) 2,0 veces
(B) 1,2 veces

7. Se fusion6 TPT-1 con el lado N-terminal de CRR4.

(A) 1,4 veces
(B) 1,0 vez

8. Se fusiond TPT-1 con el lado C-terminal de CRR4.

(A) 2,4 veces
(B) 1,9 veces

9. Se fusioné Lerepo4 con el lado N-terminal de CRR4.

(A) 3,0 veces
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(B) 1,8 veces
Se fusiono Lerepo4 con el lado C-terminal de CRR4.

(A) 3,3 veces
(B) 2,6 veces

Se fusion6 SLBP con el lado C-terminal de CRRA4.

(A) 4,1 veces
(B) 3,3 veces

Se fusion6 Sec61B con el lado C-terminal de CRR4.

(A) 1,6 veces
(B) 1,6 veces

Se fusion6 Sec61BTM con el lado C-terminal de CRRA4.

(A) 2,4 veces
(B) 1,9 veces

Se fusioné TRAP-alfa con el lado C-terminal de CRRA4.

(A) 3,5 veces
(B) 4,5 veces

Se fusioné TRAPTM con el lado C-terminal de CRR4.

(A) 2,3 veces
(B) 1,6 veces

Se fusion6 SR-alfa con el lado N-terminal de CRR4.

(A) 1,7 veces
(B) 1,5 veces

Se fusiond DialTM con el lado N-terminal de CRR4.

(A) 1,8 veces
(B) 1,2 veces

Se fusioné P180TM2R con el lado N-terminal de CRRA4.

(A) 2,1 veces
(B) 1,5 veces

Se fusioné P180TMH con el lado N-terminal de CRRA4.

(A) 2,3 veces
(B) 2,5 veces

Se fusioné P180TM2 con el lado N-terminal de CRRA4.

(A) 3,0 veces
(B) 2,1 veces

Se fusion6é KDEL con el lado C-terminal de CRRA4.

(A) 1,8 veces
(B) 1,4 veces

Se fusion6 KEEL con el lado C-terminal de CRRA4.

(A) 2,3 veces
(B) 2,1 veces
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23. El péptido sefial (SP, por sus siglas en inglés, Signal Peptide) se fusiono con el lado N-terminal de CRR4.

(A) 1,4 veces
(B) 2,0 veces

Como se ha mostrado anteriormente, se descubrié un aumento en la traduccién en todos los dominios funcionales
tanto en los indices (A) como en las dianas (B). En concreto, se demostré claramente que la proteina de fusion de
acuerdo con la presente invencion puede potenciar la traduccion del ARNm diana.

Las secuencias de aminoacidos de los dominios funcionales utilizados en los ejemplos se enumeran a continuacion:

[Tabla 1-1]

Dominio |Secuencia

elF4E MATVEPETTPTPNPPTTEEEKTESNQEVANPEHY I KHPLONRWALW
FFKNDKSKTWQANLRL I SKEDTVEDEFWALYNHIQLSSNLMPGCDYS
LEKDGIEPMLEDEKNKRGGRWL I TLNKQORRSDLDRFWLETLLCLT
GESFDDYSDDVCGAVVNYRAKGDKIATHT TECENREAVTHIGRYYK
ERLGLPPKIVIGYQOSHADTATKSGSTTKNREVVGRY (SEQ ID WO: 5)

elF4G

EEKKRYDREFLLGFQFIFASMOKPEGLPHISDVVLDKANKTPLRPL
DPTRLOGINCGPDFTPSFANLGRTTLSTRGPPRGGPGGELPRGPQA
GLGPRRSQOGPRKEPRKIIATVLMTEDIKLNKAEKAWKPSSKRTAA
DEDRGEEDADGSKTODLFRRVRS ILNKLTPOMFQQLMKQVTOQLALD
TEERLKGVIDLIFEKAISERPNFSVAYANMCRCLMALEVPTTERKPTV
TVNFRELLINRCOKEFEKDEDDDEVFEKKQKEMDERATAEERGRLK
EELEEARDIARRRSLGNIKF IGELFEKLKMLTEAIMHDCVVKLLEKNH
DEESLECLCRLLTTIGEDLDFEKAKPRMDOYFNOMEKI IKEKKTSS
RIRFMLODVLDLRGSNWVPRRGDOGPKTIDQIHKEAREMEEHREHIK
VOOLMAKGSDKRRGGPPGPPISRGLPLVDDGGWNTVPISKGSRPID
TSRLTKITKPGSIDSNNQLFAPGCRLSWGKCESCGSCAKPSDAASE
AARPATSTLNRFSALOQAVPTESTDNRRVVORSSLESRERGEKAGDR
GDRLERSERGGDRGDRLDRARTPATKREFSKEVEERSRERPEQPEG
LRKAASLTEDRDRGRDAVEKREAALPPVSPLKAALSEEELEKKSKAI
TEEYLHLNDMKEAVOCVOELASPSLLFIFVRHGVESTLERSATIARE
HMGOLLHQLLCAGHLS TAQYYQGLYEILELAEDMEIDI PHVWLY LA
ELVTPILOQEGGVPNGELFREITKPLRPLGKAASLLLEI LGLLCKSM
GPKKVGTLWREAGLSWKEFLPEGODIGAFVAEQKVEYTLGEESERP
GORALPSEELNRQLEKLLKEGSSNQRVFDWIEANLSEQQIVSNTLY
RALMTAVCYSAI IFETPLRVDVAVLEKARAKLLOKYLCDEQKELQAL
YALQALVVTLEQPPNLLRMFFDALYDEDVVKEDAFYSWESSKDPAE
QQGKGVALKSVTAFFKWLREAEEESDH (SEQ ID NO: 1)

DENR MAADISESSGADCKGDPRNSAKLDADYPLRVLYCGVCSLPTEYCEY
MPDVAKCROWLEKNFPNEFAKLTVENS PKQEAG 1 SEGQGTAGEEEE
KKKOKRGGRGOIKOKKKTVPOKVTIAKI PRAKKKYVTRVCGLATFE
IDLKEAQRFFAQKFSCGASVTGEDEL I IQGDFTDDI IDVIQEKWPE
VDDDSIEDLGEVKK (SEQ ID NO: 6)
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(continuacion)

Dominio

Secuencia

MCT-1

MFEKFDEKENVSNCIQLETSVIKGIKNQLIEQFPGIEPWLNQIMPK
KDPVKIVRCHEHIEILTVHGELLFFROREGPFYPTLRLLHKYPFIL
PHOOVDEGAIKPVLECGANIMCPGLTSPGAKLYPAANDTIVAIMAEG

[Tabla 1-2]

KQHALCVGVMKMSAEDIEKVNKGIGIENIHYLNDGLWHMKTYK (SEQ IND NO: 7)

TPT-1

MIIYRDLISHDEMFSDIYKIREIADGLCLEVEGKMVSRTEGNIDDS
LIGGNASAEGPEGEGTESTVITGVDIVMNHHLOQETSFTKEAYKKYL
KDYMKSIKGKLEEQRPERVKPFMTGAREQIKHILANFKNYQFFIGE
NMNPDGMVALLDYREDGVTPYMIFFKDGLEMEKC (SEQ ID NO: 8]

Leropo4

PPKKQAQAGGSKKAEQKKKEKI I EDKTFGLKNKKGAKQQKF IKAVT
HQVKFGOONPRQVAQSEAEKKLKKDDKKKELQELNELFKPVVAAQK
1SKGADPKSVVCAFFKQGQCTKGDKCKFSHDLTLERKCEKRSVYID
ARDEELEKDTMDNWDEKKLEEVVNKKHGEAEKKKPKTQIVCKHFLE
AIENNKYGWFWVCPGGGDICMYRHALPPGFVLKKDKKKEEKEDEIS
LEDLIERERSALGPNVTKITLESFLAWKKRKRQEKIDKLEQDMERR
KADFKAGKALVISGREVFEFRPELVNDDDEEADDTRYTQGTGGDEV
DDSVSVNDIDLSLYIPRDVDETGITVASLERFSTYTSDKDENKLSE

ASGGRAENGERSDLEEDNEREGTENGAIDAVPVDEKSFHWRGFG
{SEQ ID NO: 9}

SLBP

ACRPRSPPRHQSRCDGDASPPSPARWSLGRKRRADGRRWRPEDAEE
AEHRGAERRPESFTTPEGPKPRSRCSDWASAVEEDEMRTRVNKEMA
RYKRKLLINDFGRERKSSSGSSDSKESMSTVPADFETDESVLMRRQ
KQINYGKNTIAYDRYIKEVPRHLRQPGIHPKTPNKFKKYSRRSHWDO
QIKLWKVALHFWDPPAEEGCDLQEIHFVDLESAESSSEPQTSSQDD

FDVYSGTPTKVRHMDSQVEDEFDLEACLTEPLRDFSAMS
(SEQ ID NO: 10)

Sec61B

psprpsarnvsssenspsknvnngnnssrvngnxnascurnsnsnw;
TSAGTGGMWRFYTEDSPGLKVGPVPVLVMSLLFIASVFMLHIWGKY |
TRS (SEQ ID NO: 11) i

sec61B-TM

VGPVPVLVMSLLFIASVFMLHIW (SEQ IND NO: 12)

TRAP-alfa

RLLPRLLLLLLLVFPATVLFRGGPRGLLAVAQDLTEDEETVEDSI I
EDEDDEAEVEEDEPTDLVEDKEEEDVSGEPEASPSADTTILFVKGE
DFPANNIVKFLVGFTNKGTEDFIVESLDASPRYPQDYQFYIQNFTA
LPLNTVVPPQRQATFEYSF 1 PAEPMGGRPFGLY INLNYKDLNGNVF
QDAVFNQTVTVIEREDGLDGET I FMYMFLAGLGLLVIVGLHQLLES
RKRKRPIQKVEMGTSSQNDVDMSWI PQETLNQINKAS PRRLPRKRA
QKRSVGSDE (SEQ ID NO: 13)

TRAP-TM

TIFMYMFLAGLGLLVIVGLHQLL (SEQ IND NO: 14)
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SR-alfa

(continuacion)

LDFFTIFSKGCLVLWCFQGVSDSCTGPVNALIRSVLLOVGFQKILT |

[Tabla 1-3]

LTYVDKLIDDVHRLFRDKYRTEIQQQSALSLLNGTFDFQNDFLRLL
REAEESSKIRAPTTMKKFEDSEKAKKPVRSMIETRGEKPKEKAKNS
KKKGAKKEGSDGPLATSKPVPAEKSGLPVGPENGVELSKEELIRRK
REEFIQKHGRGMEKSNKSTKSDAPKEKGKKAPRVWELGGCANKEVL
DYSTPTTNGTPEAALSEDINLIRGTGSGGQLODLDCSSSDDEGAAQ
NSTKPSATKGTLGGMPGMLKGLVGSKSLSREDMESVLDKMRDHLIA
KNVAADIAVQLCESVANKLEGKVMGTFSTVTSTVKQALOESLVQIL
QPQRRVDMLRDIMDAQRRQRPYVVTFCGVNGVGKSTNLAKI SFWLL
ENGFSVLIAACDTFRAGAVEQLRTHTRRLSALHPPEKHGGRTMVQL
FEKGYGKDAAGIAMEATAFARNQGFDVVLVDTAGRMQDNAPLMTAL
1DGIVLTKFDTIDDKVGAAISMTYITSKPIVFVGTGOTYCDLRSLN
AKAVVAALMKA (SEQ ID NO: 15)

DiaTM

STLGHMVLFPVWFLYSLL (SEQ ID NO: 16)

P180TMR2

DIYDTQTLGVVVFGGFMVVSAIGIPLVSTFSMKETSYEEALANQRK
VLLREPVRAPAVAVAPTPVQPPIIVAPVATVPAMPQEKLASSPKDK
KKKEKKVAKVEPAVSSVVNSIQVLTSKAAILETAPKEGRNTDVAQS
PEAPKQEAPAKKKSGSKKKGPPDADGPLYLPYKTLVSTVGSMVFNE
GEAQRLIEILSEKAGIIQDTWHKATQKGDPV(SEQ ID NO: 17)

P180TMH

LGVVVFGGFMVVSAIGIFLVSTF (SEQ ID NO: 18)

P180TM2

DIYDTQTLGVVVFGGFMVVSAIGIFLVSTF (SEQ ID NO: 19)

KDEL

KDEL (SEQ ID NO: 20)

KEEL

KEEL (SEQ ID NO: 21)

Péptido sefal del RE

MGWSCIILFLVATATGAHS (SEQ ID NO: 22)

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> KYUSHU UNIVERSITY, NATIONAL UNIVERSITY CORPORATION

<120> Proteina de fusion para aumentar la expresion de proteinas a partir de un ARNm diana

<130> EDFP1601F

<150> US62/345252
<151> 03/06/2016

<150> JP2016-120524

<151> 17/06/2016

<160> 22
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Glu

1

Ile

Val

Thr

Ala

65

Gly

Arg

Thr

Trp

Glu

Glu

Phe

Val

Arg

50

Asn

Pro

Arg

Val

Lys

130

Asp

Lys

Ala

Leu

35

Leu

Leu

Gly

Ser

Leu

115

Pro

Ala

Lys

Ser

20

Asp

Gln

Gly

Gly

Gln

100

Met

Ser

Asp

Arg

Met

Lys

Gly

Arg

Glu

85

Gln

Thr

Ser

Gly
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Tyr

Gln

Ala

Ile

Thr

70

Leu

Gly

Glu

Lys

Ser

Asp

Lys

Asn

Asn

55

Thr

Pro

Pro

Asp

Arg

135

Lys

Arg

Pro

Lys

40

Cys

Leu

Arg

Arg

Ile

120

Thr

Thr

Glu

Glu

25

Thr

Gly

Ser

Gly

Lys

105

Lys

Ala

Gln

18

Phe

10

Gly

Pro

Pro

Thr

Pro

90

Glu

Leu

Ala

Asp

Leu

Leu

Leu

Asp

Arg

75

Gln

Pro

Asn

Asp

Leu

Leu

Pro

Arg

Phe

60

Gly

Ala

Arg

Lys

Lys

140

Phe

Gly

His

Pro

45

Thr

Pro

Gly

Lys

Ala

125

Asp

Arg

Phe

Ile

30

Leu

Pro

Pro

Leu

Ile

110

Glu

Arg

Arg

Gln

15

Ser

Asp

Ser

Arg

Gly

95

Ile

Lys

Gly

Val

Phe

Asp

Pro

Phe

Gly

80

Pro

Ala

Ala

Glu

Arg
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Ser

Gln

Ile

Ala

Thr

225

Arg

Glu

Gly

Arg

Met

305

Asn

Ile

Tyr

Arg

Trp
385

Tle

Vval
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Leu

Lys

Gly

Asp

Leu
170

Val

Asn

Ile

Ile

Glu

75

Ile

Ser

Leu

Lys

Ile

155

Asn

Ser

Gln

Met

Glu

60

Gly

Leu

Gly

Tyr

Gln

140

Glu

Asp

Asn

Leu

Pro

45

Ile

Pro

Pro

Ala

Pro

125

His

Lys

Gly

Cys

Ile

30

Lys

Leu

Phe

His

Asn

110

Ala

Ala

Val

Leu

Ile

15

Glu

Lys

Thr

Tyr

Gln

95

Ile

Ala

Leu

Asn

Trp
175

Gln

Gln

Asp

Val

Pro

80

Gln

Met

Val

Cys

Lys

160

His
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Met Ile

Ile Tyr

Gly Lys

Gly Gly
50

Thr Val
65

Thr Ser

Lys Ser

Pro Phe

Phe Lys
130

Met Val
145

Ile Phe

<210>9
<211> 412
<212> PRT

Ile

Lys

Met

35

Asn

Ile

Phe

Ile

Met

115

Asn

Ala

Phe

<213> Homo sapiens

<400> 9

Tyr

Ile

20

Val

Ala

Thr

Thr

Lys

100

Thr

Tyr

Leu

Lys

Arg

Arg

Ser

Ser

Gly

Lys

85

Gly

Gly

Gln

Leu

Asp
165

Asp

Glu

Arg

Ala

Val

70

Glu

Lys

Ala

Phe

Asp

150

Gly

ES 2 874 230 T3

Leu

Ile

Thr

Glu

55

Asp

Ala

Leu

Ala

Phe

135

Tyr

Leu

Ile

Ala

Glu

40

Gly

Ile

Tyr

Glu

Glu

120

Ile

Arg

Glu

Ser

Asp

25

Gly

Pro

Val

Lys

Glu

105

Gln

Gly

Glu

Met

His

10

Gly

Asn

Glu

Met

Lys

90

Gln

Ile

Glu

Asp

Glu
170

Asp

Leu

Ile

Gly

Asn

75

Tyr

Arg

Lys

Asn

Gly

155

Lys

Glu

Cys

Asp

Glu

60

His

Ile

Pro

His

Met

140

Val

Cys

Met

Leu

Asp

45

Gly

His

Lys

Glu

Ile

125

Asn

Thr

Phe

Glu

30

Ser

Thr

Leu

Asp

Arg

110

Leu

Pro

Pro

Ser

15

Val

Leu

Glu

Gln

Tyr

95

Val

Ala

Asp

Tyr

Asp

Glu

Ile

Ser

Glu

80

Met

Lys

Asn

Gly

Met
160

Pro Pro Lys Lys Gln Ala Gln Ala Gly Gly Ser Lys Lys Ala Glu Gln

1

5

29

10

15



Lys

Lys

vVal

Glu

65

Asn

Ala

Thr

Lys

Glu

145

vVal

Ile

Trp

Ala

Lys

225

Ala

Trp

Lys

Lys

Lys

50

Lys

Glu

Asp

Lys

Cys

130

Lys

Asn

Val

Phe

Leu

210

Glu

Leu

Lys

Lys

Gly

Phe

Lys

Leu

Pro

Gly

115

Glu

Asp

Lys

Cys

Trp

195

Pro

Asp

Gly

Lys

Glu

20

Ala

Gly

Leu

Phe

Lys

100

Asp

Lys

Thr

Lys

Lys

180

Val

Pro

Glu

Pro

Arg
260

Lys

Lys

Gln

Lys

Lys

85

Ser

Lys

Arg

Met

His

165

His

Cys

Gly

Ile

Asn

245

Lys

ES 2 874 230 T3

Ile

Gln

Gln

Lys

70

Pro

val

Cys

Ser

Asp

150

Gly

Phe

Pro

Phe

Ser

230

Val

Arg

Ile

Gln

Asn

55

Asp

val

val

Lys

val

135

Asn

Glu

Leu

Gly

val

215

Leu

Thr

Gln

Glu

Lys

40

Pro

Asp

val

Cys

Phe

120

Tyr

Trp

Ala

Glu

Gly

200

Leu

Glu

Lys

Glu

Asp

25

Phe

Arg

Lys

Ala

Ala

105

Ser

Ile

Asp

Glu

Ala

185

Gly

Lys

Asp

Ile

Lys
265

30

Lys

Ile

Gln

Lys

Ala

90

Phe

His

Asp

Glu

Lys

170

Ile

Asp

Lys

Leu

Thr

250

Ile

Thr

Lys

Val

Lys

75

Gln

Phe

Asp

Ala

Lys

155

Lys

Glu

Ile

Asp

Ile

235

Leu

Asp

Phe

Ala

Ala

60

Glu

Lys

Lys

Leu

Arg

140

Lys

Lys

Asn

Cys

Lys

220

Glu

Glu

Lys

Gly

Val

45

Gln

Leu

Ile

Gln

Thr

125

Asp

Leu

Pro

Asn

Met

205

Lys

Arg

Ser

Leu

Leu

30

Thr

Ser

Gln

Ser

Gly

110

Leu

Glu

Glu

Lys

Lys

190

Tyr

Lys

Glu

Phe

Glu
270

Lys

His

Glu

Glu

Lys

95

Gln

Glu

Glu

Glu

Thr

175

Tyr

Arg

Glu

Arg

Leu

255

Gln

Asn

Gln

Ala

Leu

80

Gly

Cys

Arg

Leu

val

160

Gln

Gly

His

Glu

Ser

240

Ala

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

<400>

Met

Ser

Asp
305

Glu

Ile

Arg

Ala

Asp
385

Val

10
269
PRT

Glu

Gly

290

Glu

Val

Pro

Phe

Ser

370

Asn

Asp

Arg

275

Arg

Glu

Asp

Arg

Ser

355

Gly

Glu

Glu

Homo sapiens

10

Ala

Asp

Arg

His

Pro
65

Cys

Ala

Ala

Arg

Lys

Arg

Ser

Asp

35

Gly

Pro

Arg

Glu

Ala

Asp

Asp

340

Thr

Gly

Arg

Lys

Pro

Pro

20

Gly

Ala

Arg

Lys

Val

Asp

Ser

325

Val

Tyr

Arg

Glu

Ser
405

Arg

Pro

Arg

Glu

Ser

ES 2 874 230 T3

Ala

Phe

Asp

310

Val

Asp

Thr

Ala

Gly

390

Phe

Ser

Ser

Arg

Arg

Arg
70

Asp

Glu

295

Thr

Ser

Glu

Ser

Glu

375

Thr

His

Pro

Pro

Trp

Arg

55

Cys

Phe

280

Phe

Arg

Val

Thr

Asp

360

Asn

Glu

Trp

Pro

Ala

Arg

40

Pro

Ser

Lys

Arg

Tyr

Asn

Gly

345

Lys

Gly

Asn

Arg

Arg

Arg

25

Pro

Glu

Asp

31

Ala

Pro

Thr

Asp

330

Ile

Asp

Glu

Gly

Gly
410

His

10

Trp

Glu

Ser

Trp

Gly

Glu

Gln

315

Ile

Thr

Glu

Arg

Ala

395

Phe

Gln

Ser

Asp

Phe

Ala
75

Lys

Leu

300

Gly

Asp

Val

Asn

Ser

380

Ile

Gly

Ser

Leu

Ala

Thr

60

Ser

Ala

285

Val

Thr

Leu

Ala

Lys

365

Asp

Asp

Arg

Gly

Glu

45

Thr

Ala

Leu

Asn

Gly

Ser

Ser

350

Leu

Leu

Ala

Cys

Arg

30

Glu

Pro

Val

Val

Asp

Gly

Leu

335

Leu

Ser

Glu

Val

Asp

15

Lys

Ala

Glu

Glu

Ile

Asp

Asp

320

Tyr

Glu

Glu

Glu

Pro
400

Gly

Arg

Glu

Gly

Glu
80
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<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Asp Glu Met Arg

Lys Leu Leu Tle
100

Ser Ser Asp Ser
115

Thr Asp Glu Ser
130

Lys Asn Thr Tle
145

Leu Arg Gln Pro

Tyr Ser Arg Arg
180

Leu His Phe Trp
195

Ile His Pro Val
210

Thr Ser Ser Gln
225

Val Arg His Met

Cys Leu Thr Glu
260

11

95

PRT

Homo sapiens

1"

Thr

85

Asn

Lys

Val

Ala

Gly

165

Ser

Asp

Asp

Asp

Asp

245

Pro

ES 2 874 230 T3

Arg

Asp

Glu

Leu

Tyr

150

Ile

Trp

Pro

Leu

Asp

230

Ser

Leu

Val

Phe

Ser

Met

135

Asp

His

Asp

Pro

Glu

215

Phe

Gln

Arg

Asn

Gly

Met
120

Lys

Arg
105

Ser

Arg Arg

Arg Tyr

Pro

Gln

Ala

200

Ser

Asp

Val

Asp

Lys

Gln

185

Glu

Ala

Val

Glu

Phe
265

Glu

90

Glu

Thr

Gln

Ile

Thr

170

Ile

Glu

Glu

Tyr

Asp

250

Ser

Met

Arg

Val

Lys

Lys

155

Pro

Lys

Gly

Ser

Ser

235

Glu

Ala

Ala

Lys

Pro

Gln

140

Glu

Asn

Leu

Cys

Ser

220

Gly

Phe

Met

Arg

Ser

Ala

125

Ile

Val

Lys

Trp

Asp

205

Ser

Thr

Asp

Ser

Tyr

Ser

110

Asp

Asn

Pro

Phe

Lys

190

Leu

Glu

Pro

Leu

Lys

95

Ser

Phe

Tyr

Arg

Lys

175

Val

Gln

Pro

Thr

Glu
255

Arg

Gly

Glu

Gly

His

160

Lys

Ala

Glu

Gln

Lys

240

Ala

Pro Gly Pro Thr Pro Ser Gly Thr Asn Val Gly Ser Ser Gly Arg Ser

1

5

10

15

Pro Ser Lys Ala Val Ala Ala Arg Ala Ala Gly Ser Thr Val Arg Gln

20

25

32

30



ES 2 874 230 T3

Arg Lys Asn Ala Ser Cys Gly Thr Arg Ser Ala Gly Arg Thr Thr Ser
35 40 45

Ala Gly Thr Gly Gly Met Trp Arg Phe Tyr Thr Glu Asp Ser Pro Gly
50 55 60

Leu Lys Val Gly Pro Val Pro Val Leu Val Met Ser Leu Leu Phe Ile
65 70 75 80

Ala Ser Val Phe Met Leu His Ile Trp Gly Lys Tyr Thr Arg Ser
85 90 95

<210> 12

<211>23

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 12

Val Gly Pro Val Pro Val Leu Val Met Ser Leu Leu Phe Ile Ala Ser
1 5 10 15

Val Phe Met Leu His Ile Trp
20

<210>13

<211> 285

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 13

Arg Leu Leu Pro Arg Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Val Phe Pro Ala
1 5 10 15

Thr Val Leu Phe Arg Gly Gly Pro Arg Gly Leu Leu Ala Val Ala Gln
20 25 30

Asp Leu Thr Glu Asp Glu Glu Thr Val Glu Asp Ser Ile Ile Glu Asp
35 40 45

Glu Asp Asp Glu Ala Glu Val Glu Glu Asp Glu Pro Thr Asp Leu Val
50 55 60

Glu Asp Lys Glu Glu Glu Asp Val Ser Gly Glu Pro Glu Ala Ser Pro
65 70 75 80

Ser Ala Asp Thr Thr Ile Leu Phe Val Lys Gly Glu Asp Phe Pro Ala
85 90 95

33



ES 2 874 230 T3

Asn Asn Ile Val Lys Phe Leu Val Gly Phe Thr Asn Lys Gly Thr Glu
100 105 110

Asp Phe Ile Val Glu Ser Leu Asp Ala Ser Phe Arg Tyr Pro Gln Asp
115 120 125

Tyr Gln Phe Tyr Ile Gln Asn Phe Thr Ala Leu Pro Leu Asn Thr Val
130 135 140

Val Pro Pro Gln Arg Gln Ala Thr Phe Glu Tyr Ser Phe Ile Pro Ala
145 150 155 160

Glu Pro Met Gly Gly Arg Pro Phe Gly Leu Val Ile Asn Leu Asn Tyr
165 170 175

Lys Asp Leu Asn Gly Asn Val Phe Gln Asp Ala Val Phe Asn Gln Thr
180 185 190

Val Thr Val Ile Glu Arg Glu Asp Gly Leu Asp Gly Glu Thr Ile Phe
195 200 205

Met Tyr Met Phe Leu Ala Gly Leu Gly Leu Leu Val TIle Val Gly Leu
210 215 220

His Gln Leu Leu Glu Ser Arg Lys Arg Lys Arg Pro Ile Gln Lys Val
225 230 235 240

Glu Met Gly Thr Ser Ser Gln Asn Asp Val Asp Met Ser Trp Ile Pro
245 250 255

Gln Glu Thr Leu Asn Gln Ile Asn Lys Ala Ser Pro Arg Arg Leu Pro
260 265 270

Arg Lys Arg Ala Gln Lys Arg Ser Val Gly Ser Asp Glu
275 280 285

<210> 14

<211>23

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 14

Thr Ile Phe Met Tyr Met Phe Leu Ala Gly Leu Gly Leu Leu Val Ile
1 5 10 15

Val Gly Leu His Gln Leu Leu
20

34



<210> 15
<211>609
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 15

Leu

1

Phe

Arg

Tyr

Tyr

65

Thr

Glu

Ser

Glu

Lys

145

Glu

Lys

Gly

Lys

Asp

Gln

Ser

Val

50

Arg

Phe

Ser

Glu

Lys

130

Glu

Lys

Glu

Arg

Glu
210

Phe

Gly

Val

35

Asp

Thr

Asp

Ser

Lys

115

Pro

Gly

Ser

Glu

Gly

195

Lys

Phe

Val

20

Leu

Lys

Glu

Phe

Lys

100

Ala

Lys

Ser

Gly

Leu

180

Met

Gly

Thr

Ser

Leu

Leu

Ile

Gln

85

Ile

Lys

Glu

Asp

Leu

165

Ile

Glu

Lys

ES 2 874 230 T3

Ile

Asp

Gln

Ile

Gln

70

Asn

Arg

Lys

Lys

Gly

150

Pro

Arg

Lys

Lys

Phe

Ser

Val

Asp

Gln

Asp

Ala

Pro

Ala

135

Pro

Val

Arg

Ser

Ala
215

Ser

Cys

Gly

40

Asp

Gln

Phe

Pro

Val

120

Lys

Leu

Gly

Lys

Asn

200

Pro

Lys

Thr

25

Phe

Val

Ser

Leu

Thr

105

Arg

Asn

Ala

Pro

Arg

185

Lys

Arg

35

Gly

10

Gly

Gln

His

Ala

Arg

90

Thr

Ser

Ser

Thr

Glu

170

Glu

Ser

Val

Gly

Pro

Lys

Arg

Leu

75

Leu

Met

Met

Lys

Ser

155

Asn

Glu

Thr

Trp

Leu

Val

Ile

Leu

60

Ser

Leu

Lys

Ile

Lys

140

Lys

Gly

Phe

Lys

Glu
220

Val

Asn

Leu

45

Phe

Leu

Arg

Lys

Glu

125

Lys

Pro

Val

Ile

Ser

205

Leu

Leu

Ala

30

Thr

Arg

Leu

Glu

Phe

110

Thr

Gly

Val

Glu

Gln

190

Asp

Gly

Trp

15

Leu

Leu

Asp

Asn

Ala

95

Glu

Arg

Ala

Pro

Leu

175

Lys

Ala

Gly

Cys

Ile

Thr

Lys

Gly

Glu

Asp

Gly

Lys

Ala

160

Ser

His

Pro

Cys



Ala

225

Pro

Ser

Gly

Gly

Ser

305

Ile

Val

Thr

Gln

Arg

385

Gly

Gly

Val

Pro

Tyr
465

Asn

Glu

Gly

Ala

Gly

290

Arg

Ala

Ala

Ser

Pro

370

Arg

Lys

Phe

Glu

Glu

450

Gly

Lys

Ala

Gly

Ala

275

Met

Glu

Lys

Asn

Thr

355

Gln

Gln

Ser

Ser

Gln

435

Lys

Lys

Glu

Ala

Gln

260

Gln

Phe

Asp

Asn

Lys

340

Val

Arg

Arg

Thr

val

420

Leu

His

Asp

val

Leu

245

Leu

Asn

Gly

Met

Vval

325

Leu

Lys

Arg

Pro

Asn

405

Leu

Arg

Gly

Ala

ES 2 874 230 T3

Leu

230

Ser

Gln

Ser

Met

Glu

310

Ala

Glu

Gln

val

Tyr

330

Leu

Ile

Thr

Gly

Ala
470

Asp

Glu

Asp

Thr

Leu

295

Ser

Ala

Gly

Ala

Asp

375

val

Ala

Ala

His

Arg

455

Gly

Tyr

Asp

Leu

Lys

280

Lys

Val

Asp

Lys

Leu

360

Met

vVal

Lys

Ala

Thr

440

Thr

Ile

36

Ser

Ile

Asp

265

Pro

Gly

Leu

Ile

Val

345

Gln

Leu

Thr

Ile

Cys

425

Arg

Met

Ala

Thr

Asn

250

Cys

Ser

Leu

Asp

Ala

330

Met

Glu

Arg

Phe

Ser

410

Asp

Arg

Val

Met

Pro

235

Leu

Ser

Ala

Val

Lys

315

Val

Gly

Ser

Asp

Cys

395

Phe

Thr

Leu

Gln

Glu
475

Thr

Ile

Ser

Thr

Gly

300

Met

Gln

Thr

Leu

Ile

380

Gly

Trp

Phe

Ser

Leu

460

Ala

Thr

Arg

Ser

Lys

285

Ser

Arg

Leu

Phe

Val

365

Met

Val

Leu

Arg

Ala

445

Phe

Ile

Asn

Gly

Asp

270

Gly

Lys

Asp

Cys

Ser

350

Gln

Asp

Asn

Leu

Ala

430

Leu

Glu

Ala

Gly

Thr

255

Asp

Thr

Ser

His

Glu

335

Thr

Ile

Ala

Gly

Glu

415

Gly

His

Lys

Phe

Thr

240

Gly

Glu

Leu

Leu

Leu

320

Ser

val

Leu

Gln

val

400

Asn

Ala

Pro

Gly

Ala
480
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15

20

Arg Asn Gln

Gln Asp Asn

Asn Thr Pro
515

Glu Ala Val
530

Ser Met Ala
545

Phe Asp Thr

Ile Thr Ser
Asp Leu Arg
595
Ala
<210> 16
<211> 18
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 16

Gly

Ala

500

Asp

Asp

Gln

Ile

Lys

580

Ser

Phe

485

Pro

Leu

Gln

Thr

Asp

565

Pro

Leu

ES 2 874 230 T3

Asp Val Val

Leu

Val

Leu

Pro

550

Asp

Ile

Asn

Met

Leu

Val

535

Arg

Lys

Val

Ala

Thr

Phe
520

Lys

Leu

Val

Phe

Lys
600

Leu

Ala

505

Val

Phe

Ile

Gly

Val

585

Ala

Val
490

Leu

Gly

Asn

Asp

Ala

570

Gly

Val

Asp

Ala

Glu

Arg

Gly

555

Ala

Thr

Val

Thr

Lys

Ala

Ala

540

Ile

Ile

Gly

Ala

Ala

Leu

Leu

525

Leu

Val

Ser

Gln

Ala
605

Gly

Ile

510

Val

Ala

Leu

Met

Thr

590

Leu

Arg
495

Thr

Gly

Asp

Thr

Thr

575

Tyr

Met

Met

Val

Asn

His

Lys

560

Tyr

Cys

Lys

Ser Thr Leu Gly His Met Val Leu Phe Pro Val Trp Phe Leu Tyr Ser

1

Leu Leu

<210> 17

<211> 261

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 17

5

10

15

Asp Ile Tyr Asp Thr Gln Thr Leu Gly Val Val Val Phe Gly Gly Phe

1

5

37

10

15



Met

Lys

Ala

vVal

65

Lys

Glu

Pro

Glu

Val

145

val

Arg

Pro

Asp

Ser

225

Ser

Lys

Val

Glu

Lys

50

Glu

Ile

Pro

Pro

Lys

130

Ala

Leu

Asn

Ala

Gly

210

Met

Glu

Gly

Val

Thr

35

Thr

Lys

Pro

Val

Ile

115

Leu

Lys

Thr

Thr

Lys

195

Pro

Val

Lys

Asp

Ser

20

Ser

His

Lys

Asp

Arg

100

Ile

Ala

Val

Ser

Asp

180

Lys

Leu

Phe

Ala

Pro
260

Ala

Tyr

His

Gly

His

85

Ala

Val

Ser

Glu

Lys

165

Val

Lys

Tyr

Asn

Gly

245

Val

Ile

Glu

Gln

Lys

70

Asp

Pro

Ala

Ser

Pro

150

Ala

Ala

Ser

Leu

Glu

230

Ile

ES 2 874 230 T3

Gly

Glu

Lys

55

Thr

Pro

Ala

Pro

Pro

135

Ala

Ala

Gln

Gly

Pro

215

Gly

Ile

Ile

Ala

40

val

Lys

Ala

val

val

120

Lys

val

Ile

Ser

Ser

200

Tyr

Glu

Gln

Phe

25

Leu

Glu

Lys

Pro

Ala

105

Ala

Asp

Ser

Leu

Pro

185

Lys

Lys

Ala

Asp

38

Leu

Ala

Lys

Lys

Asn

90

Val

Thr

Lys

Ser

Glu

170

Glu

Lys

Thr

Gln

Thr
250

Val

Asn

Lys

Glu

75

vVal

Ala

val

Lys

Val

155

Thr

Ala

Lys

Leu

Arg

235

Trp

Ser

Gln

Lys

60

Glu

Thr

Pro

Pro

Lys

140

Val

Ala

Pro

Gly

val

220

Leu
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Thr

Arg

45

Lys

Lys

Val

Thr

Ala

125

Lys
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Pro

Lys

Pro

205

Ser

Ile

Lys
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30

Lys

Glu

Pro

Leu

Pro

110

Met

Glu

Ser

Lys

Gln

190

Pro

Thr

Glu

Ala

Ser

Glu

Lys

Asn

Leu

95

Val

Pro

Lys

Ile

Glu

175

Glu
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Ile

Thr
255

Met

Met

Thr

Gly

Arg
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Gln

Lys

Gln

160

Gly

Ala

Ala

Gly

Leu
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<210> 18

<211>23

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 18

Leu Gly Val Val Val Phe Gly Gly Phe Met Val Val Ser Ala Ile Gly
1 5 10 15

Ile Phe Leu Val Ser Thr Phe
20

<210> 19

<211> 30

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 19

Asp Ile Tyr Asp Thr Gln Thr Leu Gly Val Val Val Phe Gly Gly Phe
1 5 10 15

Met Val Val Ser Ala Ile Gly Ile Phe Leu Val Ser Thr Phe
20 25 30

<210> 20

<211>4

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 20

Lys Asp Glu Leu
1

<210> 21

<211>4

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 21

Lys Glu Glu Leu
1

<210> 22

<211>19

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 22

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly
1 5 10 15

Ala His Ser
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REIVINDICACIONES

1. Una proteina de fusién para mejorar el nivel de expresion de una proteina a partir de un ARNm diana,
comprendiendo la proteina de fusion:

(A) uno o mas dominios funcionales que mejoran el nivel de expresion de una proteina a partir de un ARNm; y
(B) un resto polipeptidico que se puede unir a un ARNm diana de una manera selectiva de bases de ARN o
especifica de secuencia de bases de ARN,

en donde el resto polipeptidico (B) es un resto polipeptidico que comprende uno o mas motivos de repeticion
pentatricopeptidica (PPR), comprendiendo cada motivo PPR un polipéptido que consiste en de 30 a 38 aminoacidos
de longitud y esta representado por la Férmula 1:

[Férmula 1]

(Hélice A)-X-(Hélice B)-L (Férmula 1)

donde

La hélice A es un resto que consiste en 12 aminoacidos de longitud y puede formar una estructura de a-hélice, y esta
representada por la Férmula 2:

[Férmula 2]

A1-A2-A3-As-As-As-A7-As-As-A11-A11-Ar2 (Formula 2)

donde A1 a Az representa cada uno independientemente un aminoacido;

X no esta presente, o es un resto que consiste en de 1 a 9 aminoacidos de longitud;

La hélice B es un resto que consiste en de 11 a 13 aminoacidos de longitud y puede formar una estructura de o-
hélice;

L es un resto que consiste en de 2 a 7 aminoacidos de longitud y esta representado por la Férmula 3:

[Férmula 3]
Lvii-Lvi-Lv-Liv-Liii-Lii-Li (Formula 3)

donde los aminoacidos se numeran desde el C-terminal como "i" (-1), "ii" (-2), ... ¥

Lii a Lvi pueden no estar presentes, y

una combinacioén de tres aminoacidos A1, A4, y Li 0 una combinacion de dos aminoacidos A4 y Lji se corresponde
con una base o secuencia de bases del ARNm diana,

en donde uno o mas dominios funcionales (A) se seleccionan del grupo que consiste en un dominio que guia al
ribosoma hacia el ARNm, un dominio que inicia o promueve la traduccién del ARNm, un dominio asociado con la
exportacion nuclear del ARNm, un dominio que se une a una membrana del reticulo endoplasmatico, un dominio que
contiene una secuencia sefial de retencion del reticulo endoplasmatico (sefial de retencion del RE) y un dominio que
contiene una secuencia sefial del reticulo endoplasmatico.

2. La proteina de fusién de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el resto polipeptidico (B) comprende de 2 a 30
motivos PPR, y la pluralidad de motivos PPR se dispone para unirse especificamente a la secuencia de bases del
ARNmM diana.

3. La proteina de fusion de acuerdo con la reivindicacion 2, el resto polipeptidico (B) comprende de 5 a 25 motivos
PPR.

4. La proteina de fusién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde uno o mas dominios
funcionales (A) se unen, cada uno, a un N-terminal y/o a un C-terminal del resto polipeptidico (B).

5. La proteina de fusién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores,

en donde el dominio que guia al ribosoma hacia el ARNm, es un dominio que contiene todo o la parte funcional de un
polipéptido seleccionado del grupo que consiste en DENR (proteina regulada por densidad), MCT-1 (secuencia 1
amplificada de linfocitos T malignos), TPT1 (proteina tumoral controlada traduccionalmente) y Lerepo4 (dominio CCCH
de dedo de zinc),

el dominio que inicia o promueve la traduccién del ARNm es un dominio que contiene todo o la parte funcional de un
polipéptido seleccionado del grupo que consiste en elF4E y elF4G,

el dominio asociado con la exportacion nuclear del ARNm es un dominio que contiene todo o la parte funcional de
SLBP (proteina de union al bucle del tallo),

el dominio que se une a una membrana del reticulo endoplasmatico es un dominio que contiene todo o la parte
funcional de un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en SEC61B, TRAP-alfa (proteina alfa asociada a
Translocon), SR-alfa, Dial (citocromo b5 reductasa 3) y p180,
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la secuencia sefial de retencion del reticulo endoplasmatico (sefial de retencion del RE) es una secuencia seial que
contiene una secuencia KDEL (KEEL), o
la secuencia sefial del reticulo endoplasmatico es una secuencia sefial que contiene MGWSCIILFLVATATGAHS.

6. La proteina de fusién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde la combinacion de los
tres aminoacidos A1, A4, y Li en cada uno de los motivos PPR es:

(valina, treonina, asparagina), (fenilalanina, serina, asparagina), (fenilalanina, treonina, asparagina), (isoleucina,
asparagina, acido aspartico) o (treonina, treonina, asparagina) en orden de (A4, A4, L) si una base diana para el
motivo PPR es A (adenina);

(acido glutamico, glicina, acido aspartico), (valina, treonina, acido aspartico), (lisina, treonina, acido aspartico) o
(leucina, treonina, acido aspartico) en el orden de (A, A4, Lij) si la base diana para el motivo PPR es G (guanina);
(valina, asparagina, acido aspartico), (isoleucina, asparagina, asparagina), (isoleucina, asparagina, acido
aspartico), (isoleucina, metionina, acido aspartico), (fenilalanina, prolina, acido aspartico) o (tirosina, prolina, acido
aspartico) en orden de (A4, A4, Ljj) si la base diana para el motivo PPR es U (uracilo); o

(valina, asparagina, asparagina), (isoleucina, asparagina, asparagina), (valina, asparagina, serina) o (isoleucina,
metionina, acido aspartico) en el orden de (A1, A4, Li) si la base diana para el motivo PPR es C (citosina).

7. La proteina de fusién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde la combinacién de los
dos aminoacidos A4y Li en cada uno de los motivos PPR es:

(treonina, asparagina), (serina, asparagina) o (glicina, asparagina) en orden de (A4, L)) si una base diana para el
motivo PPR es A (adenina);

(treonina, acido aspartico) o (glicina, acido aspartico) en el orden de (A4, Li) si la base diana para el motivo PPR
es G (guanina);

(asparagina, acido aspartico), (prolina, acido aspartico), (metionina, acido aspartico) o (valina, treonina) en orden
de (A4, Li)) si la base diana para el motivo PPR es U (uracilo); o

(asparagina, asparagina), (asparagina, serina) o (leucina, acido aspartico) en el orden de (A4, L;j) si la base diana
para el motivo PPR es C (citosina).

8. Un acido nucleico que codifica la proteina de fusiéon de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.
9. Un vector que comprende el acido nucleico de acuerdo con la reivindicacién 8.
10. El vector de acuerdo con la reivindicacién 9, en donde el vector es un vector de expresion.

11. Un método in vitro para mejorar el nivel de expresion de una proteina a partir de un ARNm diana dentro de una
célula, comprendiendo el método:

una etapa de proporcionar la proteina de fusién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 o el
vector de acuerdo con la reivindicacion 9 o 10; y
una etapa de introducir la proteina de fusién o el vector en una célula.

12. El método de acuerdo con la reivindicacion 11,
en donde la célula es una célula eucariota.

13. El método de acuerdo con la reivindicacion 12,
en donde la célula es una célula animal.

14. El método de acuerdo con la reivindicacion 13,
en donde la célula animal es una célula humana.
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[Figura 1]
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[Figura 2]
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[Figura 3]
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[Figura 4]
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[Figura 5]
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[Figura 6]
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