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DESCRIPCION

Proteina de Capsicum chinense con actividad RNasa y DNasa.

La presente invencion se encuentra dentro del campo de la biotecnologia. Especificamente, se refiere a una proteina
procedente de Capsicum chinense con actividad DNasa y RNasa, a su secuencia aminoacidica, a la secuencia nucleo-
tidica que la codifica, a una construccion genética que contenga la secuencia nucleotidica, a un vector que contenga la
construccion genética, a una célula hospedadora que contenga el vector, y a los usos de la proteina.

Estado de la técnica anterior

Los dcidos nucleicos se encuentran presentes en todas las células de los organismos vivos. Esta presencia en
algunos procesos industriales o desarrollos de laboratorio no es deseable, ya que puede suponer la contaminacién de
las muestras. En multiples ocasiones, por tanto, es necesaria la eliminacion de los dcidos nucleicos, como por ejemplo
en preparaciones bioquimicas o farmacéuticas. Para llevar a cabo esta eliminacién, el proceso mds extendido es la
digestion mediante enzimas, bien DNasas o RNasas, en funcién de cual sea el dcido nucleico contaminante.

Las DNasas y RNasas estdn presentes en todos los organismos estudiados, desde bacterias a animales. Estas enzi-
mas degradan DNA o RNA, y esta degradacion puede darse de forma especifica de secuencia, como en el caso de las
enzimas de restriccion, o de forma inespecifica, dando lugar a fragmentos de pequefio tamafio o incluso a mononu-
cledtidos. En la literatura existen descritas distintas proteinas con actividad RNasa o DNasa que acttian sobre diversos
sustratos, dando lugar a diferentes productos de reaccién. Cada una de estas proteinas presenta unos requerimientos
diferentes tanto de pH como de temperatura, presencia o ausencia de iones o cofactores, etc. para ser activas. Estas
enzimas, en miultiples ocasiones, presentan especificidad de sustrato, y solo son capaces de degradar bien DNA de
cadena doble, bien de cadena sencilla, o bien RNA.

En la actualidad, existen multitud de situaciones en las que resulta necesaria la digestion tanto de DNA como
de RNA. Hoy por hoy existen descritas al menos 3 enzimas capaces de llevar a cabo esta digestién conjunta como
son la Micrococcal nuclease (Alexander et al. 1961, Journal of Biological Chemistry, 236(11): 3014-3019) la cual
es una proteina derivada de Staphylococcus aureus que presenta una actividad nucleasa inespecifica, la endonucleasa
de Serratia marcescens (Franke et al. 1998, FEBS lett, 425(3): 517-522) la cual es una endonucleasa inespecifica
que degrada DNA y RNA de cadena simple o doble, y la nucleasa S1 de Aspergillus oryzae que presenta actividad
preferentemente frente a DNA y RNA de cadena sencilla, aunque puede producir cortes en DNA y RNA de doble
hebra (Esteban et al. 1992, Nucleic Acids Research, 20(18): 4932).

Todas estas enzimas presentan como ventaja frente a las enzimas que tinicamente portan actividad DNasa o RNasa,
por ejemplo, que en procesos de purificacion se reduce el nimero de manipulaciones. Debido a esto se reduce la
posibilidad de contaminacion del proceso y se acortan los protocolos de purificacion. Por otro lado, la reduccién del
nimero de pasos del proceso implica una reduccion de la cantidad de reactivos a utilizar abaratando los procesos de
produccion.

Cada una de estas enzimas presenta unas condiciones Optimas de actuacién en cuanto a temperatura, pH, etc.
Las condiciones de cada enzima serdn Optimas para algunos procesos, mientras que no serdn compatibles con otros
procesos industriales. Por ello resulta necesario encontrar, bien una bateria de enzimas que sean ttiles en diversas
condiciones, o0 bien nuevas enzimas Utiles en multitud de condiciones para de esta forma poder optimizar los procesos
industriales y aumentar su rentabilidad.

Para la investigacion de estas enzimas se realizan biisquedas en diversos organismos, como pueden ser por ejemplo
bacterias u hongos. Una alternativa podria ser la busqueda de este tipo de enzimas en organismos mds complejos,
como por ejemplo las plantas.

En plantas se ha descrito la existencia tanto de ribonucleasas (RNasas), como de deoxi-ribonucleasas (DNasas)
las cuales se expresan bien de forma constitutiva o bien, por ejemplo, mediante la induccion en ciertas situaciones
de estrés medioambiental o en la defensa vegetal frente a patégenos (Yen et al., 1991. Plant Physiol 97:1487-1493;
Green, 1994. Annu Rev Plant Physiol Plant Mol Biol 45:421-445; Sugiyama et al. 2000. Plant Mol. Bio. 44:387-397).

En vegetales existen descritas diversas proteinas relacionadas con la patogénesis (PRs). Algunas de estas protefnas
tienen actividad RNasa y se inducen en la defensa de plantas frente a patdgenos. Estas pueden ser por ejemplo las
proteinas relacionadas con la patogénesis del grupo 10 de Capsicum annuum (Park et al., 2004. Plant J. 37, 186-198;
US 7192775), de Solanum surattense o de Astragalus mongholicus (Liu et al., 2006. J. Plant Physiol. 163, 546-556;
Yan et al., 2008. Plant Physiol. Biochem. 46, 93-99). La actividad RNasa ha sido también descrita para una proteina
relacionada con la patogénesis del grupo 4 de trigo (Caporale et al., 2004. FEBS Letters 575, 71- 76). En dichas
proteinas, sin embargo no se ha descrito que presenten actividad DNasa.

Existe por tanto la necesidad de encontrar enzimas que presenten actividad tanto DNasa como RNasa y que puedan
servir de alternativa a las actuales, ya que de esta forma se podrd optimizar cada proceso utilizando la enzima mds
adecuada a las condiciones en que se realice.
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Descripcion de la invencién

La presente invencion refiere a un polipéptido aislado de Capsicum chinense con actividad DNasa y RNasa, as{
como a un polinucledtido que codifica para dicho polipéptido, a una construccién genética que contenga dicho poli-
nucleétido, a un vector que pueda contener dicho polinucleétido o construccion genética, y a una célula hospedadora
que pueda contener dicho polinucleétido, construccién genética o vector. La invencién también se refiere a los usos
del polipéptido.

En la presente invencion se demuestra como una proteina obtenida de Capsicum chinense y de secuencia SEQ ID
NO: 1 presenta actividad DNasa y RNasa. Esta presencia de ambas actividades en una tinica molécula convierte a esta
proteina en un elemento de interés para la purificacién de muestras tanto a nivel de laboratorio como a nivel industrial.
Esta protefna presenta como ventajas su elevada termoestabilidad, la cual se deriva del hecho de que al ser autoclavada
o hervida no pierde su actividad RNasa. Por otro lado esta protefna también presenta como ventaja la no necesidad de
la adicion de cofactores para llevar a cabo su actividad.

De igual forma que ocurre con muchas de las proteinas descritas, como por ejemplo entre proteinas homologas
en diferentes organismos, el polipéptido de Capsicum chinense podria tener alterado algun residuo aminoacidico sin
que se produjera una alteracion sustancial en la proteina. Esto significa que esta alteracion no seria determinante en el
polipéptido ni para su estructura ni para su actividad. Por todo ello un primer aspecto de la invencion se refiere a un
polipéptido aislado (polipéptido de la invencion) que comprende una secuencia de aminodcidos que tiene al menos un
87%, preferiblemente un 90%, mds preferiblemente un 95% y aun mds preferiblemente un 98% de identidad sobre la
longitud completa de la secuencia SEQ ID NO: 1. En una realizacién atin mds preferida de este aspecto de la invencion
el polipéptido aislado comprende la secuencia de aminodcidos SEQ ID NO: 1.

Esta secuencia aminoacidica se ha demostrado en la presente invencién que presenta actividad tanto DNasa co-
mo RNasa, por lo que una realizacién mds preferida de este aspecto de la invencion se refiere a un polipéptido
aislado y purificado que comprende una secuencia de aminodcidos que tiene al menos un 87%, preferiblemente
un 90%, mds preferiblemente un 95% y aun mds preferiblemente un 98% de identidad sobre la longitud comple-
ta de la secuencia SEQ ID NO: 1 que presenta actividad DNasa y RNasa. Otra realizacion preferida se refiere al
polipéptido aislado que comprende la secuencia de aminodcidos SEQ ID NO: 1, que presenta actividad DNasa y
RNasa.

El polipéptido de la invencion puede presentar variantes. Estas variantes se refieren a variaciones limitadas en
la secuencia aminoacidica, que permiten el mantenimiento de la funcionalidad del péptido. Esto quiere decir que
la secuencia de referencia y la secuencia de la variante son similares en conjunto, e idénticas en muchas regiones.
Estas variaciones se generan por sustituciones, deleciones o adiciones. Dichas sustituciones se dan entre aminod-
cidos que presentan similares caracteristicas como por ejemplo en cuanto a polaridad, tamafio o carga, e incluyen,
aunque sin limitarse, sustituciones entre dcido glutdmico (Glu) y 4cido aspértico (Asp), entre Lisina (Lys) y Argi-
nina (Arg), entre asparagina (Asn) y glutamina (Gln), entre serina (Ser) y treonina (Thr), y entre los aminodcidos
que componen el grupo alanina (Ala), leucina (Leu), valina (Val) e isoleucina (Ile). Las variaciones pueden ser va-
riaciones existentes en la naturaleza como por ejemplo variaciones alélicas, o generadas artificialmente como por
ejemplo mediante mutagénesis o sintesis directa. Estas variaciones no provocan modificaciones esenciales en las ca-
racterfsticas o propiedades esenciales del polipéptido, por lo que dichas variantes mantienen su actividad bioldgi-
ca.

Todos estos péptidos pueden ser péptidos presentes en la naturaleza o bien ser producidos de forma artificial como
por ejemplo, aunque sin limitarse, de forma recombinante, de forma sintética, o mediante la combinacién de estos 2
métodos.

Los péptidos adicionalmente pueden encontrarse en forma madura o bien formando parte de una proteina ma-
yor como un precursor o una proteina de fusion. Los péptidos adicionalmente pueden incluir secuencias secretoras,
secuencias que permitan su purificacién como colas de histidinas, prosecuencias o secuencias que aumenten su esta-
bilidad durante la produccion de la proteina. También pueden incluir secuencias aminoacidicas o lipidicas adicionales
que puedan aumentar la inmunogeneicidad de la molécula.

Los términos “péptido”, “polipéptido”, “proteina” o “secuencia aminoacidica” se usan de forma intercambiable en
la presente invencion, y se refieren a una forma polimérica de aminodcidos de cualquier longitud, que pueden estar o
no, quimica o bioquimicamente modificados.

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

El término “aislado”, tal y como se utiliza en esta memoria, hace referencia a nucledtidos o péptidos que: 1) se en-
cuentran sustancialmente libres de componentes que normalmente acompafian o interaccionan con €l en la naturaleza,
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0 2) si se encuentran en su medio natural, han sido sintéticamente (no naturalmente) alterados por la intervencién hu-
mana y/o introducidos en una célula que no los posee de forma nativa. Por ejemplo, un nucleétido natural se convierte
en “aislado” si se ha alterado, o si proviene de un ADN que ha sido alterado por medio de la intervencién huma-
na (por medio de, por ejemplo pero sin limitarnos, mutagénesis dirigida, inserciones, deleciones, etc.). De la misma
manera, un nucledtido natural se convierte en “aislado” si se introduce por medios no naturales en un genoma no
nativo a dicho nucleétido (transfeccion). Por tanto, el término “aislado” en este tltimo caso, es equivalente al término
“heterdlogo”.

El polipéptido de la invencion es codificado por, al menos un polinucleétido que da como resultado la proteina
de Capsicum chinense con actividad DNasa y RNasa. Un ejemplo de polinucleétido que codifica para el péptido
de la invencién es por ejemplo, aunque sin limitarse, el polinucleétido de secuencia SEQ ID NO: 2. Debido a la
degeneracion del c6digo genético, en el cual diversos tripletes de nucle6tidos dan lugar a un mismo aminodcido, existen
diversas secuencias de nucledtidos que dan lugar a una misma secuencia aminoacidica. Por todo ello otro aspecto de
la invencion se refiere a un polinucledtido aislado (polinucledtido de la invencién) que codifica para el polipéptido de
la invencion, o a una secuencia nucleotidica complementaria a dicho polinucleétido aislado. Una realizacion preferida
de este aspecto de la invencidn se refiere a un polinucleétido aislado que codifica para el péptido de la invencién
que comprende una secuencia de nucleétidos con al menos un 75%, preferiblemente un 85%, mds preferiblemente un
90%, aun mas preferiblemente un 95% y aun mds preferiblemente un 98% de identidad con respecto a la secuencia
SEQ ID NO: 2 sobre la longitud completa de la SEQ ID NO: 2 o una secuencia nucleotidica complementaria a dicho
polinucledtido aislado. Una realizaciéon mds preferida de este aspecto de la invencién se refiere a un polinucleétido
aislado que comprende la secuencia de nucledtidos SEQ ID NO: 2 o una secuencia nucleotidica complementaria a
dicho polinucleétido aislado.

Los términos “secuencia nucleotidica”, “secuencia de nucledtidos”, “dcido nucleico”, “oligonucleétido” y “poli-
nucleétido” se usan aqui de manera intercambiable y se refieren a una forma polimérica de nucleétidos de cualquier
longitud que pueden estar o no, quimica o bioquimicamente modificados. Se refieren por tanto a cualquier polirribo-
nucledtido o polidesoxirribonucleétido, tanto de cadena sencilla como de doble hebra.

Cualquiera de los polinucleétidos de la invencion pueden encontrase en la naturaleza y obtenerse por aislamiento
mediante métodos conocidos en el estado de la técnica, u obtenerse de manera artificial mediante métodos de clonacion
y seleccion convencional, o mediante secuenciacion.

Los polinucleétidos, adicionalmente a la secuencia codificante, pueden llevar otros elementos como por ejemplo
aunque sin limitarse, intrones, secuencias no codificantes en los extremos 5° o 3’, sitios de unién a ribosomas, o
secuencias estabilizadoras. Estos polinucledtidos adicionalmente también pueden incluir secuencias codificantes para
aminodcidos adicionales que puedan ser ttiles por ejemplo, aunque sin limitarse, para aumentar la estabilidad del
péptido generado a partir de él o permitir una mejor purificacion del mismo.

El polinucleétido de la invencidn, para dar lugar al péptido de la invencién puede encontrarse incluido en cons-
trucciones génicas. Por ello otro aspecto de la presente invencion se refiere a una construccién genética (construccion
genética de la invencion) que comprende el polinucleétido de la invencion. Esta construccion genética puede llevar
incluidas secuencias de control unidas operativamente al polinucleétido de la invencidn.

El término “secuencia de control”, tal y como se utiliza en la presente descripcion se refiere a secuencias nucleoti-
dicas que son necesarias para efectuar la expresion de las secuencias a las que estdn ligadas. Se pretende que el término
“secuencias de control” incluya, como minimo, todos los componentes cuya presencia es necesaria para la expresion,
y también puede incluir componentes adicionales cuya presencia sea ventajosa. Ejemplos de secuencias de control,
son por ejemplo, pero sin limitarse, promotores, sefiales de inicio de la transcripcion, sefiales de terminacion de la
transcripcion, sefiales de poliadenilacion o activadores transcripcionales.

La expresion “unidos operativamente”, tal y como se utiliza en la presente descripcion, se refiere a una yux-
taposicion en la que los componentes asi descritos tienen una relacién que les permite funcionar en la manera in-
tencionada. Una secuencia de control “unida de forma operativa” a un polinucledtido, estd ligada de tal manera
que la expresion de la secuencia codificadora se consigue en condiciones compatibles con las secuencias de con-
trol.

Como se usa aqui, el término “promotor” hace referencia a una region del ADN, generalmente “aguas arriba”
o “upstream” del punto de inicio de la transcripcion, que es capaz de iniciar la transcripcion en una célula. Es-
te término incluye, por ejemplo, pero sin limitarse, promotores constitutivos, promotores especificos de tipo celu-
lar o de tejido o promotores inducibles o reprimibles. Las secuencias de control dependen del origen de la célu-
la en la que se quiere expresar el dcido nucleico. Ejemplos de promotores procariotas incluyen, por ejemplo, pe-
ro sin limitarnos, los promotores de los genes trp, recA, lacZ, lacl, tet, gal, trc, o tac de E. coli, o el promotor
del gen a-amilasa de B. subtilis. Para la expresion de un dcido nucleico en una célula procariota también es ne-
cesaria la presencia de un sitio de union ribosomal situado “upstream” de la secuencia codificante. Secuencias de
control apropiadas para la expresion de un polinucleétido en células eucariotas son conocidas en el estado de la
técnica.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2365234 Al

Tanto el polinucledtido de la invencién como la construccidn genética de la invencién que comprende el polinucled-
tido, pueden introducirse, por ejemplo, en un vector de clonacién o un vector de expresion para permitir su replicacion
o su expresion. Preferiblemente, dicho vector es un vector apropiado para la expresion y purificacion del péptido de
la invencién. Por todo ello, otro aspecto de la presente invencién se refiere a un vector (vector de la invencién) que
comprende el polinucledtido de la invencidn, o la construccion genética de la invencion.

El término “vector de clonacion”, tal y como se utiliza en la presente descripcidn, se refiere a una molécula de
ADN en la que se puede integrar otro fragmento de ADN, sin que pierda la capacidad de autorreplicacion. Ejemplos
de vectores de expresion son, pero sin limitarse, pldsmidos, césmidos, fagos de ADN o cromosomas artificiales de
levadura.

El término “vector de expresion”, tal y como se utiliza en la presente invencion, se refiere a un vector de clona-
cién adecuado para expresar un dcido nucleico que ha sido clonado en el mismo tras ser introducido en una célula
hospedadora. Dicho dcido nucleico se encuentra, generalmente, unido operativamente a secuencias control.

El término “expresion” se refiere al proceso por el cual se sintetiza un polipéptido a partir de un polinucleétido.
Incluye la transcripcién del polinucleétido en un ARN mensajero (ARNm) y la traduccion de dicho ARNm en una
proteina o polipéptido. La expresion puede tener lugar en una célula hospedadora, pero también mediante cualquier
proceso de expresion proteica in vivo.

El polinucledtido de la invencién asi como la construccion genética de la invencion o el vector de la invencion,
pueden introducirse en una célula hospedadora para su amplificacion o expresion. Por ello, otro aspecto de la invencion
se refiere a una célula hospedadora que comprende el polinucledtido de la invencion, la construccion genética de la
invencién o el vector de la invencion. Debido al origen vegetal del polipéptido, resulta mds aconsejable su expresion en
células vegetales. Por ello, una realizacion preferida de este aspecto de la invencion se refiere a una célula hospedadora
que comprende el polinucledtido de la invencidn, la construccién genética de la invencion o el vector de la invencidn,
donde la célula hospedadora es una célula vegetal.

El término “célula hospedadora” o “célula huésped”, tal y como se utilizan en la presente descripcion se refieren
a cualquier organismo procariota o eucariota que es recipiente de un vector de expresion, de clonacién o de cualquier
otra molécula de ADN. Las células hospedadoras pueden ser células procariotas como, por ejemplo, pero sin limitarse,
E. coli, o eucaridticas como por ejemplo, aunque sin limitarse células vegetales, levaduras, células de insectos, células
de anfibios o células de mamifero.

Otro aspecto se refiere a una semilla, de ahora en adelante semilla de la invencion, que comprende el polinucledtido
de la invencion, la construccion genética de la invencién o el vector de la invencién. Dicha semilla, por tanto, integrard
en su material genético los polinucledtidos de la invencion, las construcciones genéticas de la invencion, o el vector
de la invencion.

Otro aspecto se refiere a un cultivo de células vegetales, de ahora en adelante cultivo de células vegetales de la
invencion, que comprenden el polinucledtido de la invencion, la construccion genética de la invencion o el vector de
la invencion.

El término “cultivo de células” en esta memoria, hace referencia a un cultivo de células aisladas del mismo o
diferente tipo de tejido, o una coleccion de tales células organizadas en partes de una planta o en tejidos (cultivos
tisulares). Tipos de cultivos de este tipo son, por ejemplo, cultivos de protoplastos, calli (grupo de callus o células
vegetales indiferenciadas capaces de regenerar una planta completa) y células vegetales que estdn aisladas de plantas
o partes de las plantas, tales como por ejemplo, pero sin limitarse, embriones, protoplastos, células meristemadticas,
polen, hojas o anteras.

Otro aspecto de la invencion se refiere a una planta, que comprende las células o el cultivo de células vegetales de
la invencién. En una realizacion preferida de este aspecto de la invencion, la planta se ha obtenido tras el crecimiento
de una célula, de un grupo de células vegetales o de la semilla de la invencién. Dicha planta, por tanto, integrard en
su material genético los polinucléotidos de la invencion, las construcciones genéticas de la invencion, o el vector de la
invencion.

El péptido de la invencion, tal y como se demuestra en los ejemplos presenta actividad tanto DNasa como RNasa.
Esto convierte dicho péptido en una herramienta de elevado interés a la hora de purificar elementos de origen bioldgico.
Esto se debe a que los dcidos nucleicos se encuentran presentes en todos los organismos vivos y, por tanto, es uno de los
elementos contaminantes mds comunes en muestras bioldgicas. Estos dcidos nucleicos no son deseables en muchos
procesos industriales en el que el producto final tiene un origen bioldgico, como puede ser por ejemplo cuando se
quieren obtener compuestos o proteinas purificadas para composiciones farmacéuticas. El uso del polipéptido de la
invencion permite la digestion de todos los dcidos nucleicos en un solo paso debido a la capacidad de digerir tanto RNA
como DNA, tanto de cadena sencilla como de doble hebra, ayudando y simplificando los procesos de purificacion. Por
todo ello, otro aspecto de la invencion se refiere al uso del péptido de la invencién para la purificacion de elementos de
origen bioldgico. En una realizacién més preferida de este aspecto de la invencién los elementos de origen bioldgico
son proteinas.
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Por otro lado, debido a que se trata de una proteina relacionada con la patogénesis en plantas, la actividad DNasa
y RNasa resulta ttil en la proteccién de dicha planta frente a diversos grupos de patégenos como pueden ser bacterias,
virus, hongos o nematodos. Muchos de los virus patégenos son virus cuyo material genético es RNA de hebra sencilla.
El polipéptido con actividad RNasa, por tanto, seria ttil para el tratamiento frente a estos virus. Por ello, otro aspecto de
la invenciodn se refiere al uso del polipéptido de la invencion para la elaboracion de un medicamento, o alternativamente
al polipéptido de la invencién para su uso como medicamento.

Otro aspecto de la invencién se refiere al uso del polipéptido de la invencién para la elaboracién de un medicamen-
to para el tratamiento de enfermedades infecciosas, o alternativamente al polipéptido de la invencidn para su uso como
medicamento para el tratamiento de enfermedades infecciosas. Una realizacion preferida se refiere al uso del polipép-
tido de la invencion para la elaboracion de un medicamento para el tratamiento de enfermedades infecciosas donde el
agente infeccioso es un hongo, o alternativamente al polipéptido de la invencion para su uso como medicamento para
el tratamiento de enfermedades infecciosas donde el agente infeccioso es un hongo.

Otra realizacion preferida se refiere al uso del polipéptido de la invencién para la elaboracién de un medicamento
para el tratamiento de enfermedades infecciosas donde el agente infeccioso es un virus, o alternativamente al polipép-
tido de la invencién para su uso como medicamento para el tratamiento de enfermedades infecciosas donde el agente
infeccioso es un virus.

Otra realizacion preferida se refiere al uso del polipéptido de la invencién para la elaboracién de un medicamento
para el tratamiento de enfermedades infecciosas donde el agente infeccioso es una bacteria, o alternativamente al
polipéptido de la invencion para su uso como medicamento para el tratamiento de enfermedades infecciosas donde el
agente infeccioso es una bacteria.

Una realizacion mds preferida se refiere al uso del polipéptido de la invencidn para la elaboraciéon de un medi-
camento para el tratamiento de enfermedades infecciosas donde el agente infeccioso es un hongo y el organismo
infectado es una planta, o alternativamente al polipéptido de la invencion para su uso como medicamento para el
tratamiento de enfermedades infecciosas donde el agente infeccioso es un hongo y el organismo infectado es una
planta.

Otra realizacion mds preferida se refiere al uso del polipéptido de la invencion para la elaboraciéon de un medica-
mento para el tratamiento de enfermedades infecciosas donde el agente infeccioso es un virus y el organismo infectado
es una planta o alternativamente al polipéptido de la invencion para su uso como medicamento para el tratamiento de
enfermedades infecciosas donde el agente infeccioso es un virus y el organismo infectado es una planta.

Otra realizacién mds preferida se refiere al uso del polipéptido de la invencién para la elaboracién de un medi-
camento para el tratamiento de enfermedades infecciosas donde el agente infeccioso es una bacteria y el organismo
infectado es una planta o alternativamente al polipéptido de la invencién para su uso como medicamento para el tra-
tamiento de enfermedades infecciosas donde el agente infeccioso es una bacteria y el organismo infectado es una
planta.

Se entiende por “enfermedad infecciosa” en la presente invencién la manifestacion clinica consecuente a una in-
feccion provocada por un microorganismo como por ejemplo, aunque sin limitarse, bacterias, hongos, virus, protozoos
o priones. Métodos para determinar si una enfermedad presenta un origen infeccioso o cualquier otro origen como por
ejemplo metabdlico, son bien conocidos y rutinarios para el experto en la materia, y son adaptados para cada caso en
funcién de las necesidades, como pueden ser por ejemplo, aunque sin limitarse, cultivos de muestras obtenidas del
individuo, o la deteccion inmunolégica de diversos antigenos en dichas muestras.

Por “planta” en esta memoria, se entienden todos los organismos que pueden ser clasificados dentro del reino
Viridiplantae, que incluye las algas verdes y a las plantas terrestres (Embryophyta).

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

Descripcion de las figuras
Figura 1. Andlisis de la actividad RNasa de la proteina PR-4.

Andlisis de la actividad RNasa de la proteina PR-4 sobre RNA (12 ug) de Nicotiana benthamiana en geles de
agarosa al 1% en tamp6n TAE 1x. + PR-4: En presencia de proteina PR-4; EDTA 5 mM: en presencia de EDTA (4cido
etilendiaminotetraacético) 5 mM; EDTA 50 mM: en presencia de EDTA 50 mM; DTT: en presencia de 10 mM de
DTT (ditrioteitol); B: tras ser hervida; Autoc: autoclavada; RNasin: en presencia de un inhibidor de RNasas; B/DTT:
tras ser hervida en presencia de DTT 100 mM; c: Control sin PR-4.
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Figura 2. Andlisis de la actividad DNasa de la proteina PR-4.

Anédlisis de la actividad DNasa de la proteina PR-4 sobre DNA (2 ug) del plasmido pUCI1S8 circular (circ) o
linearizado con la enzima EcoR I (lin) en geles de agarosa al 1% en tamp6n TAE 1x. c. Control de tamafio (pares
de bases) del DNA del fago A digerido con la enzima Hind III; en ausencia de la proteina PR-4 (control) o en su
presencia (+PR-4), conteniendo MgCl, 5 mM o tras ser hervida en presencia de DTT 100 mM (B/DTT).

Ejemplos

Los siguientes ejemplos especificos que se proporcionan en este documento de patente sirven para ilustrar la
naturaleza de la presente invencion. Estos ejemplos se incluyen solamente con fines ilustrativos y no han de ser
interpretados como limitaciones a la invencién que aqui se reivindica. Por tanto, los ejemplos descritos mds adelante
ilustran la invencion sin limitar el campo de aplicacion de la misma.

Ejemplo 1

Purificacion de la proteina PR-4 de Capsicum chinense

La purificacion de la protefna se realiza en varios pasos. A partir de las hojas inoculadas con el virus se obtiene un
extracto crudo de las protefnas extracelulares solubles mediante infiltracién al vacio en un kitasato en tampon citrato-
fosfato 100 mM pH 2,8, durante varios periodos de vacio y presion atmosférica hasta que se observa que todas las
hojas estdn infiltradas. Posteriormente, se retira el exceso de liquido de las hojas con papel de filtro y se colocan dentro
de una jeringuilla de 20 cm®, que a su vez se coloca dentro de un tubo de centrifuga de 30 ml y se centrifuga a 4500
rpm durante 20 min. en una centrifuga Sorvall, donde se recupera el filtrado. Posteriormente, el extracto se dializa
frente a tampén MES 20 mM a pH 6,0, durante toda la noche a 4°C. Posteriormente, los extractos se concentran
30 veces mediante el concentrador Macrosep de centrifuga con una membrana de exclusiéon molecular de 3 kDa.
Posteriormente, los extractos se filtran a través de un filtro de 0,2 um y se diluyen hasta alcanzar una concentracién
de 5 mg/ml con tampén MES 20 mM pH 6,0. A partir de este extracto se purifica parcialmente la proteina mediante
cromatografia de intercambio catiénico HiTrap SP de 5 ml (GE Healthcare), equilibrada con el mismo tamp6n en un
equipo de FPLC (Fast protein liquid chromatography; cromatografia liquida y rdpida de protefnas). Las fracciones
unidas se eluyen con un gradiente continuo de CINa de 0 a 200 mM. La fraccion que contiene la proteina parcialmente
purificada que corresponde al segundo pico de absorbancia, se dializa frente al tampén 20 mM MES pH 6.0 y se vuelve
a concentrar en un microsep de 3 kDa de exclusién molecular y se resuelve por su masa relativa (Mr) mediante FPLC
en una columna Superdex 75 (GE Healthcare). La fraccion correspondiente al tercer pico, con un tiempo de retencion
de 37 min. se purifica mediante HPLC (High Performance Liquid Chromatography) en una columna de fase reversa
C18 Spherisorb SSODS2 (Hichron). La fraccién 1, correspondiente a la PR-4 se dializa frente a Tris-HCI 50 mM pH
6,8 toda la noche a 4°C y se concentra como se describe anteriormente.

Ejemplo 2

Andlisis de la actividad RNasa de la proteina PR-4 de Capsicum chinense

La proteina PR-4 purificada segin el ejemplo 1, fue utilizada para analizar su actividad DNasa y RNasa.

Para determinar la actividad RNasa se utilizé RNA total de Nicotiana benthamiana, el cual fue extraido mediante el
método del Trizol y posteriormente purificado mediante el RNeasy-Plant Mini Kit (QIAGEN). 4 ug de proteina fueron
utilizados en mezclas de reaccion que contenian 12 ug de RNA total de N. benthamiana, en una mezcla de reaccion
de 20 pl que contenfa 10 mM Tris-HC1 pH 7,5; 10 mM de imidazol; 5 mM de CINa durante 30 min. a temperatura
ambiente. E1 RNA fue posteriormente purificado mediante columnas del kit RNeasy-Plant Mini Kit (QIAGEN) y
aplicado en geles de agarosa al 1% en presencia de 0,5 ug/ml de bromuro de etidio y del tamp6n TAE, y visualizados
por observacion mediante luz UV. Los tratamientos a los que se sometio la proteina PR-4 antes de analizar su actividad
RNasa fueron: autoclavado durante 20 min. a 120°C; hervida durante 15 min.; calentada a 95°C en presencia de 100
mM DTT; y las reacciones fueron llevadas a cabo en presencia de 5 y 50 mM EDTA y RNasin a 1 u/ul. Los resultados
obtenidos se muestran en la figura 1.

En la figura se observa que la actividad RNasa no es inhibida por la adicién de EDTA a unas concentraciones de 5
y 50 mM. Por otro lado también se observa que la actividad RNasa se sigue manteniendo tras ser hervida durante 15’
o tras ser sometida a un tratamiento de 120°C durante 20’ en autoclave. De las condiciones utilizadas, la tinica forma
de destruir su actividad es calentando a 95°C durante 5 min. en presencia de DTT 100 mM. Esto indica que la protefna
se mantiene activa mediante la formacion de enlaces disulfuro.

Ejemplo 3

Andlisis de la actividad DNAsa de la proteina PR-4 de Capsicum chinense

Para determinar la actividad DNasa, 4 ug de proteina PR-4, purificada como se describe en el apartado anterior,
fueron incubados con 4 ug de plasmido pUC18, linearizado con la enzima de restriccion EcoR 1, o circular, en mezclas
de reaccion de 25 ul en presencia de 10 mM Tris-HCI pH 7,5, 10 mM de imidazol, 5 mM de CINa y 5 mM de C,Mg.

7
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También se efectud la reaccion en ausencia de Cl,Mg, y tras ser incubada la protefna a 95°C, durante 5 min. en
presencia de 100 mM DTT. Las reacciones se incubaron durante 90 min. a temperatura ambiente, tras lo cual, 10 ul de
la reaccion fueron analizados en geles de agarosa al 1% en presencia de 0,5 pg/ml de bromuro de etidio y del tamp6n
TAE, y visualizados por observacion mediante luz UV, como se observa en la figura 2.

La actividad DNasa no requiere la adicién de cofactores tales como iones Mg** a 5 mM, y que son requeridos
para la actividad de otras nucleasas. La actividad DNasa es activa frente a DNA circular y linear por lo que presenta
actividad tanto endo como exo-nucleasa.
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido aislado que comprende una secuencia de aminodcidos que tiene al menos un 87% de identidad
con respecto a la secuencia SEQ ID NO: 1, sobre la longitud completa de la SEQ ID NO: 1.

2. Un polipéptido aislado segtn la reivindicacion 1 donde la identidad con respecto a la secuencia SEQ ID NO: 1,
sobre la longitud completa de la SEQ ID NO: 1 es de al menos el 90%.

3. Un polipéptido aislado segtin la reivindicacién 2 donde la identidad con respecto a la secuencia SEQ ID NO: 1,
sobre la longitud completa de la SEQ ID NO: 1 es de al menos el 95%.

4. Un polipéptido aislado segtin la reivindicacion 3 donde la identidad con respecto a la secuencia SEQ ID NO: 1,
sobre la longitud completa de la SEQ ID NO: 1 es de al menos el 98%.

5. Un polipéptido aislado segtin la reivindicacion 4 que comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO:
6. Un polipéptido aislado y segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 donde el polipéptido presenta actividad
DNasa y RNasa.

7. Un polinucledtido aislado que codifica para el polipéptido segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, o una
secuencia nucleotidica complementaria a dicho polinucleétido aislado.

8. Un polinucledtido aislado segtn la reivindicacién 7 que comprende una secuencia de nucleétidos con al menos
un 75% de identidad con respecto a la secuencia SEQ ID NO: 2 sobre la longitud completa de 1a SEQ ID NO: 2, o una
secuencia nucleotidica complementaria a dicho polinucleétido aislado.

9. Un polinucledtido aislado segtin la reivindicacion 8 que comprende una secuencia de nucleétidos con al menos
un 85% de identidad con respecto a la secuencia SEQ ID NO: 2 sobre la longitud completa de 1a SEQ ID NO: 2, o una
secuencia nucleotidica complementaria a dicho polinucleétido aislado.

10. Un polinucleétido aislado segtin la reivindicacién 9 que comprende una secuencia de nucleétidos con al menos
un 90% de identidad con respecto a la secuencia SEQ ID NO: 2 sobre la longitud completa de 1a SEQ ID NO: 2, o una
secuencia nucleotidica complementaria a dicho polinucleétido aislado.

11. Un polinucledtido aislado segtin la reivindicacién 10 que comprende una secuencia de nucleétidos con al menos
un 95% de identidad con respecto a la secuencia SEQ ID NO: 2 sobre la longitud completa de 1a SEQ ID NO: 2, o una
secuencia nucleotidica complementaria a dicho polinucleétido aislado.

12. Un polinucledtido aislado segtin la reivindicacién 11 que comprende una secuencia de nucleétidos con al menos
un 98% de identidad con respecto a la secuencia SEQ ID NO: 2 sobre la longitud completa de 1a SEQ ID NO: 2, o una
secuencia nucleotidica complementaria a dicho polinucleétido aislado.

13. Un polinucleétido aislado segtin la reivindicacién 12 que comprende la secuencia de nucledtidos SEQ ID NO:
2, o una secuencia nucleotidica complementaria a dicho polinucleétido aislado.

14. Una construccion genética que comprende el polinucleétido segtin cualquiera de las reivindicaciones 7 a 13.

15. Un vector que comprende el polinucledtido segtin cualquiera de las reivindicaciones 7 a 13 o la construccion
genética segtin la reivindicacién 14.

16. Una célula hospedadora que comprende el polinucleétido segiin cualquiera de las reivindicaciones 7 a 13, la
construccién génica segtin la reivindicacion 14, o el vector segtin la reivindicacion 15.

17. Una célula hospedadora segtin la reivindicacion 16 donde la célula es una célula vegetal.

18. Semilla que comprende el polinucleétido segin cualquiera de las reivindicaciones 7 a 13, la construccion
génica segtin la reivindicacién 14, o el vector segtin la reivindicacién 15.

19. Cultivo de células vegetales segun la reivindicacion 17.
20. Planta que comprende células segtin la reivindicacién 17.

21. Planta segtin la reivindicacion anterior que es obtenida tras el crecimiento de una célula segtin la reivindicacion
17, de un grupo de células segtin la reivindicacion 19, o de la semilla segtin la reivindicacién 18.
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22. Uso de un polipéptido segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 para la purificacion de elementos de origen
biolégico.

23. Uso de un polipéptido segtin la reivindicacion 22, donde el elemento de origen biologico es una proteina.
24. Uso de un polipéptido segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 para la elaboracién de un medicamento.

25. Uso de un polipéptido segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 para la elaboracién de un medicamento
para el tratamiento de enfermedades infecciosas.

26. Uso de un polipéptido segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 para la elaboracién de un medicamento
para el tratamiento de enfermedades infecciosas, donde el agente infeccioso es un hongo.

27. Uso de un polipéptido segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 para la elaboracion de un medicamento
para el tratamiento de enfermedades infecciosas, donde el agente infeccioso es un virus.

28. Uso de un polipéptido segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 para la elaboracion de un medicamento
para el tratamiento de enfermedades infecciosas, donde el agente infeccioso es una bacteria.

29. Uso de un polipéptido segtin cualquiera de las reivindicaciones 26 a 28 donde el organismo infectado es una
planta.

10
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N¢ de solicitud: 201030375

Fecha de Realizacion de la Opinién Escrita: 27.04.2011

Declaracion

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 4, 6, 12, 22-29 Sl
Reivindicaciones 1-3, 5, 7-11, 13-21 NO

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones 4, 6, 12, 22-29 Sl
Reivindicaciones 1-3, 5, 7-11, 13-21 NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacién 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 se publica.

Consideraciones:

La invencion consiste en la proteina relacionada con la patogénesis PR-4, del pimiento Capsicum chinense de SEQ ID n® 1
y que presenta simultdneamente actividades ADNasa y ARNasa. La invencion también incluye la secuencia de nucleétidos
SEQ ID n® 2 que codifica para dicha proteina. La proteina de la invencion, puede utilizarse en procedimientos de purificacion
de productos de origen biolégico y también en la preparacién de un medicamento para tratar enfermedades infecciosas
producidas por hongos, virus o bacterias.
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OPINION ESCRITA

N¢ de solicitud: 201030375

1. Documentos considerados.-

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

D01 RICHINS, R. et al. “Responsive transcripts in Phytophthora
capsici-challenged roots of Capsicum annuum’. 12.03.2004.
BASE DE DATOS EMBL [en linea], [recuperado el 14.04.2011],
n? de acceso CK902046.

D02 ELVIRA, M.I. et al. “Proteomic analysis of pathogenesis-related
proteins (PRs) induced by compatible and incompatible
interactions of pepper mild mottle virus (PMMoV) in Capsicum
chinense L3 plants”. JOURNAL OF EXPERIMENTAL BOTANY.
28.03.2008. Vol. 59, n® 6, paginas 1253-1265.

D03 HAMADA, H. et al. “Timing and extent of hypersensitive response
are critical to restrict local and systemic spread of pepper mild
mottle virus in pepper containing the L3 gene”. JOURNAL OF
GENERAL PLANT PATHOLOGY. 2005. Vol. 71, N2 1,

Paginas 90-94.

D04 LINTHORST, H.J.M. et al “Tobacco and tomato PR proteins
homologous to win and Pro-Hevein lack the “Hevein” domain”.
MOLECULAR PLANT-MICROBE INTERACTIONS. 1991. Vol. 4.
N® 6, paginas 586-592.

El documento D01, corresponde a un registro de la base de datos EMBO en el que se describe la secuencia de nucleétidos
de una proteina identificada después de la infeccién por el hongo Phytophthora capsici de las raices de la planta del
pimiento Capsicum annuum. La proteina es similar a la PR-2 y la secuencia descrita, presenta una homologia del 97%,
respecto a la SEQ ID n? 2 de la presente solicitud.

El documento D02, identifica varias proteinas relacionadas con la patogénesis, identificadas en el pimiento Capsicum
chinense después de haber sido infectado con el virus del moteado suave del pimiento. Entre las proteinas identificadas no
esté la proteina PR-4.

El documento D03, describe los efectos de virus del moteado suave del pimiento modificado, sobre pimientos de la especie
Capsicum chinense. Se identifica una proteina relacionada con la patogénesis PR-4b, registrada en la base de datos
GenBank/EMBO con nuimero de acceso AB162223. La proteina, no esta relacionada con la proteina PR-4 de la invencion.

El documento D04, describe proteinas relacionadas con la patogénesis identificadas en tabaco infectado con virus del
mosaico del tabaco y tomate infectado con Cladosporium fulvum. En tomate, se identifica una proteina PR-2, que presenta
una homologia del 86% con la proteina de 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

Las proteinas relacionadas con la patogénesis PR, sintetizadas en plantas como respuesta a agresiones externas. Varias de
estas proteinas son enzimas y su actividad enzimatica parece estar relacionada con la resistencia a patdégenos. Las
proteinas relacionadas con la patogénesis PR de distintas plantas, presentan grados de homologia muy elevados.

La presente invencion consiste en la proteina PR4, de SEQ ID n® 1 del pimiento Capsicum chinense. La invencién también
incluye la secuencia de nucleétidos SEQ ID n® 2, que codifica para dicha proteina. En las reivindicaciones, no se menciona
el origen de dicha proteina.

La proteina PR-4 de secuencia SEQ ID n? 1, no ha sido descrita previamente en el estado de la técnica. Sin embargo, las
reivindicaciones 1-13, estan redactadas en unos términos tan generales que incluirian numerosas posibilidades de proteinas
que no pertenecen al pimiento Capsicum chinense, que no han sido todavia identificadas y por tanto no forman parte de la
invencioén.

El documento D01 describe la secuencia de una proteina PR del pimiento Capsicum annuum que presenta una homologia
del 96% con la SEQ ID n? 2 de la invencién. Las reivindicaciones 1-3, 5, 7-11, 13-21, en la forma en que estan redactadas,
carecen de novedad y de actividad inventiva. Las reivindicaciones 1-29, en la medida en que afectan alas SEQ ID n%s 1y 2,
son nuevas y tienen actividad inventiva; cumplen por tanto los requisitos de los Art. 6 y 8 de la LP.
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