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REIVINDICACIONES

1. Un constructo de ADN adecuado para uti-
lizarse en la activacién de la expresiéon de un
gen preseleccionado que normalmente es trans-
cripcionalmente silencioso en una linea predeter-
minada de células huesped eucariétas y adecuada
para reconocer dicho gen preseleccionado me-
diante recombinacién homdéloga, cuyo constructo
comprende:

- un segmento de ADN regulador capaz de ac-
tivar la expresion de dicho gen preseleccio-
nado que normalmente es transcripcional-
mente silencioso cuando estd enlazado ope-
rativamente con el mismo, cuyo segmento
de ADN regulador, cuando estéd enlazado de
ese modo, no se encuentra en su posicién na-
tural en el genoma, y que activa, en su po-
sicién natural, la expresiéon de un producto
genético normalmente expresado por dicha
linea celular; y

- un segmento de ADN de reconocimiento
homélogo a una regién sin traducir y es-
pecifica del genoma dentro o proximal al gen
preseleccionado dentro de la linea de células
huesped.

2. Un constructo de ADN adecuado para uti-
lizarse en la modificacion de las caracteristicas de
expresién de un gen preseleccionado en una linea
predeterminada de células huesped eucariétas y
adecuado para reconocer dicho gen preseleccio-
nado mediante recombinacién homdloga, cuyo
constructo comprende:

- un segmento de ADN regulador capaz de ac-
tivar la expresion de dicho gen preseleccio-
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nado cuando estd enlazado operativamente
con el mismo, no encontrandose dicho seg-
mento de ADN regulador, cuando estd enla-
zado de este modo, en su posicién natural en
el genoma, y que activa, en su posicién na-
tural, la expresién de un producto genético
normalmente expresado por dicha linea ce-
lular; y

- un segmento de ADN de reconocimiento
homélogo a una regién sin traducir y es-
pecifica del genoma dentro o proximal al gen
preseleccionado dentro de la linea de células
huesped.

3. Un constructo de ADN segun la reivindi-
cacion 1 6 2, caracterizado porque comprende
dos segmentos de ADN de reconocimiento, siendo
homoélogo, al menos el segmento aguas arriba, a
una regién no codificadora del genoma.

4. Un constructo de ADN segun la reivin-
dicacién 3, caracterizado porque el segmento
aguas abajo de ADN de reconocimiento incluye
una porcién del gen preseleccionado.

5. El uso de un constructo de ADN como el
reivindicado en la reivindicacién 1, o en la reivin-
dicacién 3 6 4, cuando estas dependen de la rei-
vindicacion 1, para la activacién de la expresién
de un gen preseleccionado que normalmente es
transcripcionalmente silencioso en una linea pre-
determinada de células huesped eucariétas.

6. El uso de un constructo de ADN como se ha
reivindicado en la la reivindicacién 2, o la reivin-
dicacién 3 6 4, cuando éstas dependen de la rei-
vindicacion 2, para la modificacién de las carac-
teristicas de expresiéon de un gen preseleccionado
en una linea predeterminada de células huesped
eucaridtas.

NOTA INFORMATIVA: Conforme a la reserva
del art. 167.2 del Convenio de Patentes Euro-
peas (CPE) y a la Disposicién Transitoria del RD
2424/1986, de 10 de octubre, relativo a la aplicacién
del Convenio de Patente Europea, las patentes euro-
peas que designen a Espana y solicitadas antes del
7-10-1992, no producirdn ningin efecto en Espana
en la medida en que confieran proteccién a produc-
tos quimicos y farmacéuticos como tales.

Esta informacién no prejuzga que la patente esté o
no incluida en la mencionada reserva.
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FIG. 2A
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FIG. 3

CONSTRUCTO DE RECOMBINACION HOMOLOGA
PARA TSH BETA DE RATA
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FIG. 5
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FIG. 7
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FIG. /]
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FIG. I2
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FIG . I3
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FIG. 14

POSICION DE CEBADORES PARA AMPLIFICACION PCR DE TSH BETA
ggcacgcctctgootgtggooaggaocacttat gogctctgtggtctttecctetqottt
aq CATGANTGCTGTCGTTCT C T TTTCCGTGCT TTTCGCTCTTGCTIGTGRECAAGTOT

5' TSHB5 3
AGTATATGATGTACGTGGACAGG
CATCGTTTTGTATTCCCACTG AGT ATATGATGTACGTCGACAGGAGAGAGTGIGCCTAC

Fe It 6 I MMM A MK NI NI AN K RARRAK

TGCCTGACCATCAACACCACC ATCTGCGCTGGG TATTGTATGACACGG gtotgtt ggt

2P 2 DL I IIEIIEIEIEI I o IR JE I 3 I S0 I I B It I IICIEI N A B NI I A3 340 WA
coci_gcgtHct tttogctgtoaattgtacaggtctooogttgtctgttaotattttag

'oooggougtgggo: cootcaotagtectcctctt tgggaageccoageacoctgetticoga

attotcattatgtcattctococogoooocgtocagatocat tgtaccagttracccta

gsagtgittgttctgctcoatggtagotgogoogaaogigrectittttgtetergaggg

gttaogtgtagatqgtgtgggta acogagctcoggagtcctttoogatecotcaggoaaca
‘cagggotottogtcattctattacoc toagttgcatgcogttiatcatgttoogotctc

ttttcet tccocog GATATCAATG GCAAACTGT T TCT TCCCAAG TACGCACTCTCTCAG
KO J06TEH 3600 I 20000 J0DCAEIENIE DI MK I M I IR MM AR

GATG TCTGTACATACAGAGACTTC ACCTAC@ACGGTGGMAECCGGGETW
200 KK HRHOUEI K XR0IE I K 0E00OHONHEINOUEHONENDONN R

CCATGTTGCTCCTTATTTC TCCTACCCCGTTELC CTGAGCTGLAAG TG TEGCAAGTGIA
3% JE00N 06 2 MIEIIEH JEM JEX X J M X I3 IE X 0 56 3336500630 56 e I IO IO I X 0 HA RN RHXM

G GACTCGACGTTCACACCGTTCAC
3 TSHB3 5'

ACACTGACTACAGCGACTGTA CACACGAGGCTGT CAAMCCAACTACTGCACCAAGLCA

CAGACATTCTATCTGGGGG GATTTTCTIGGTT. AACTGTAATGGCAATGCAATCTGGTTAA

ATGTGTTTACCTGGAATAGAACTAATAARATATCATTGAT atgtcttgecetge cattt
aatccataggcacatccacoaggeot togogogettocacaoct ttogoogcagoggcg
3!

LOS EXONES 2 Y 3 ESTAN EN LETRAS MAYUSCULAS
EL FRAGMENTO AMPLIFICADO DE 247 PB ESTA SUBRAYADO POR *
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DETECCION DE ARN DE TSH BETA
POR AMPLIFICACION PCR DE ARN TOTAL

Ml 1 2345678 910M2
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