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DESCRIPCION
Elementos de expresidn mejorados
ANTECEDENTES

La presente invencidn se refiere a polinucledtidos
que comprenden elementos que confieren una expresidn
mejorada a unidades de transcripcidén unidas de manera
operable. Estos elementos estadn asociados de manera
natural a las regiones promotoras de genes de proteinas
ribosbmicas vy, en construcciones de ADN recombinante,
confieren niveles de expresidn génica elevados vy
reproducibles. La presente invencidén también se refiere a
vectores que comprenden dichas secuencias de
polinucledtidos, a células hospedadoras que comprenden
dichos wvectores vy al uso de dichos polinucledétidos,
vectores o células hospedadoras en terapia, para la
produccidn de proteinas recombinantes en cultivos
celulares y otras aplicaciones biotecnoldgicas.

El modelo actual de la estructura de la cromatina en
eucariotas superiores postula que los genes estan
organizados en "dominios" (Dillon, N. & Grosveld, F.
Chromatin domains as potential units of eukaryotic gene
function. Curr. Opin. Genet. Dev. 4, 260-264 (1994);
Higgs, D.R. Do LCRs open chromatin domains? Cell 95, 299-
302 (1998)). Se contempla que los dominios de la cromatina
se encuentren en un estado condensado, "cerrado",
transcripcionalmente silente, o en una configuracidén
descondensada, "abierta" vy transcripcionalmente
competente. El establecimiento de una estructura abierta
de la cromatina caracterizada por una sensibilidad a 1la
DNasa I, una hipometilacidén del ADN y una hiperacetilacidn
de las histonas incrementadas se considera un requisito
previo para el comienzo de la expresidn génica.

La naturaleza abierta y cerrada de regiones de 1la
cromatina esta reflejada en el comportamiento de
transgenes gque se integran aleatoriamente en el genoma de

la célula hospedadora. Construcciones idénticas
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proporcionan diferentes patrones de expresidén especifica
de tejido y de expresidén especifica de la fase de
desarrollo cuando se integran en localizaciones diferentes
del genoma de ratém (Palmiter, R.D. & Brinster, R.L. Ann.
Ref. Genet. 20, 465-499 (1986); Allen, N.D. y col. Nature
333, 852-855 (1988); Bonnerot, C., Grimber, G., Briand, P.
& Nicolas, J.F. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:6331-6335
(1990)) .

El modelo de organizacidn génica del dominio de 1la
cromatina sugiere gque los elementos de control genético
que son capaces de establecer y mantener una estructura
abierta de 1la cromatina transcripcionalmente competente
deben estar asociados a regiones activas del genoma.

Las Regiones para el control del locus (LCRs) son una
clase de elementos reguladores transcripcionales con una
capacidad de reestructuracién de 1la cromatina de largo
alcance. Las LCR se definen funcionalmente en ratones
transgénicos por su capacidad para conferir niveles de
expresidon fisioldbgicos que dependen del nGmero de copias
del transgen Yy que es independiente del sitio de
integracién sobre un gen unido en cis, especialmente en
transgenes de una sola copia (Fraser, P. & Grosveld, F.
Curr. Opin. Cell Biol 10, 361-365 (1998); Li, Q., Harju,
S. & Peterson, K.R. Trends Genet. 15: 403-408 (1999). De
manera crucial, dicha expresién es especifica de tejido.
Las LCRs son capaces de impedir 1la dispersidn de 1la
heterocromatina, evitar la PEV (Kloussis, D. &
Festenstein, R. Curr, Opin. Genet. Dev. 7, 614-619 (1997))
y constan de una serie de sitios hipersensibles (HS) a la
DNasa I qgue pueden estar localizados en 5' o 3' de los
genes que regulan (LI, Q., Harju, S. & Peterson, K.R.
Trends Genet. 15: 403-408 (1999)).

La generacidon de 1lineas celulares de mamifero en
cultivo que producen niveles elevados de un producto
proteico terapéutico es una gran industria en desarrollo.

Los efectos de la posiciébn de la cromatina lo convierten
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en un proceso dificil, que requiere tiempo y caro. E1
enfogque mads habitual usado para la produccidén de dichas
"factorias celulares" de mamifero depende de la
amplificacidén génica inducida por una combinacién de un
gen de resistencia a farmacos (por ejemplo, DHFR,
glutamina sintetasa (Kaufman RJ. Methods Enzymol 185, 537-
566 (1990)), y el mantenimiento de una presidn rigurosa y
selectiva. El wuso de vectores que contienen LCRs
procedentes de dominios génicos muy expresados, usando
células derivadas del tejido adecuado, simplifica
enormemente el procedimiento, dando una elevada proporcidn
de lineas celulares clonales que presentan unos niveles de
expresién elevados vy estables (Needham M, Gooding C,
Hudson K, Antoniou M, Grosveld F y Hollis M. Nucleic Acids
Res 20, 997-1003 (1992); Needham M, Egerton M, Millest A,
Evans S, Popplewell M, Cerillo G, McPheat J, Monk A, Jack
A, Johnstone D y Hollis M. Protein Expr Purif 6,124-131
(1995) .

No obstante, la especificidad de tejido de las LCR,
aunque es Util en algunas circunstancias, también es una
limitacidén importante para muchas aplicaciones, por
ejemplo, cuando no se conocen LCR para el tejido en el que
se requiere la expresidn, o cuando se requiere la
expresidén en muchos, o en todos los tejidos.

El documento US 6.689.606 y la solicitud de patente
copendiente WO 00/0539, incorporadas en el presente
documento por referencia, describen elementos gue son
responsables, en su contexto cromosdmico natural, del
establecimiento de una estructura de cromatina abierta a
lo largo de un 1locus que consta exclusivamente de genes
domésticos que se expresan de manera ubicua. Estos
elementos no proceden de una LCR y comprenden islas CpG
extendidas exentas de metilacidn.

En ADN de mamifero, el dinucledétido CpG es reconocido
por una enzima ADN-metiltransferasa que metila la citosina

a b5-metilcitosina. No obstante, 1la b5-metilcitosina es
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inestable y se convierte en timina. Como resultado, los
dinucledtidos CpG se producen mucho menos frecuentemente
de lo que cabria esperar por azar. Sin embargo, algunas
secciones de ADN gendmico presentan una frecuencia de CpG
cercana a la esperada, y estas secuencias se conocen como
"islas CpG". Como se usa en el presente documento una
"isla CpG" se define como una secuencia de ADN, de al
menos 200 pb, que tiene un contenido en GC de al menos el
50% y una relacidén de contenido en CpG observada/esperada
de al menos 0,6 (es decir, un contenido en dinucledtidos
CpG de al menos el 60% de lo gue cabria esperar por azar)
(Gardiner-Green M y Frommer M. J Mol Biol 196, 261-282
(1987); Rice P, Longden I y Bleasby A Trends Genet 16,
276-277 (2000)) .

Las islas CpG exentas de metilacidn son muy conocidas
en la materia (Bird y col. (1985) Cell 40: 91-99, Tazi vy
Bird (1990) Cell 60: 909-920) y se pueden definir como
islas CpG en las gque una proporcidén sustancial de 1los
restos de citosina no estan metilados y que normalmente se
extienden més alld de los extremos 5' de dos genes
transcritos de manera divergente muy prdximos en el
espacio (0,1-3 kb). Se ha informado de gque estas regiones
de ADN permanecen hipometiladas en todos los tejidos
durante el desarrollo (Wise y Pravtcheva (1999) Genomics
60: 258-271). A menudo estadn asociadas a los extremos 5'
de genes expresados de manera ubicua, asi como en un 40%
de los genes que presentan un perfil de expresidn
restringido a determinados tejidos (Antequera, F. & Bird,
A. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 1195-11999 (1993);
Cross, S.H. & Bird, A.P. Curr. Opin, Genet. Dev. 5, 309-
314 (1995)) y son conocidas por tener regiones localizadas
de cromatina activa (Tazi, J. & Bird, A. Cell 60, 909-920
(1990)) .

Una isla CpG "extendida" exenta de metilacidén es una
isla CpG exenta de metilacidn que se extiende a través de

una regidn que engloba mds de un sitio de inicio de 1la
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transcripcién vy/o que se extiende mads de 300 pb vy
preferentemente mas de 500 pb. Los limites de la isla CpG
extendida exenta de metilacidén se definen funcionalmente
con el uso de la PCR sobre la regidén, en combinacidén con
enzimas endonucleasas de restriccidn, cuya capacidad para
digerir (cortar) el ADN en su secuencia de reconocimiento
es sensible al estado de metilacidén de cualquier resto de
CpG gue haya presente. Una de esas enzimas es la Hpall,
que reconoce y digiere el sitio CCGG, gque se encuentra
habitualmente dentro de las islas CpG, pero sbélo si los
restos de CG centrales no estan metilados. Por tanto, la
PCR llevada a cabo con ADN digerido con HpalIl y sobre una
regién que alberga sitios Hpall, no proporciona un
producto de amplificacidén debido a la digestidén de Hpall
si el ADN estd sin metilar. La PCR sdlo proporcionara un
producto amplificado si el ADN estd metilado. Por tanto,
mas alld de la regidén exenta de metilacidédn el HpalIl no
digerira el ADN y se observarid un producto amplificado por
la PCR, definiendo asi 1los 1limites de 1la "isla CpG
extendida exenta de metilacidn".

Se ha demostrado (documento WO 00/05393) que regiones
que se extienden sobre islas CpG exentas de metilacidn que
engloban promotores dobles transcritos de manera
divergente desde los loci de los genes de la proteina de
unién a la caja TATA humana (TBP)/proteosoma componente-Bl
(PSMBI) y la ribonucleoproteina nuclear heterogénea A2/Bl
(hnRNPA2) /heterocromatina proteina 1He (HP1™) proporcionan
nivelegs fisioldégicos reproducibles de expresidén génica y
gue son capaces de prevenir un patrdn de expresidn veteado
vy el silenciamiento que se produce normalmente con la
integracién de transgenes dentro de la heterocromatina
centromérica.

Se sabe que 1las islas CpG exentas de metilacidn
asociadas a promotores dgque se transcriben activamente
poseen la capacidad de reestructurar la cromatina y asi,

se <cree que son un determinante primordial en el
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establecimiento y el mantenimiento de un dominio abierto
en loci de genes domésticos (documento WO 00/05393) y que
esogs elementos confieren un aumento en la proporcidn de
eventos de consecucidn de genes productivos con mejoras en
el nivel y la estabilidad de la expresidn de transgenes.

Los ribosomas son grandes complejos de ARN vy
proteinas responsables de la traduccién del ARNm en
polipéptidos. Cada ribosoma estd constituido de 4
moléculas de ARN ribosbmico (ARNr) y un gran numero de
proteinas ribosdmicas (actualmente se piensa que son 79 en
las células de mamifero). Las proteinas ribogdbmicas tienen
funciones gque incluyen el facilitar el plegamiento del
ARNr, la proteccidn frente a las ribonucleasas celulares,
y la coordinacién de la sintesis de proteinas. Algunas
proteinas ribosdémicas presentan funciones
extrarribosédmicas adicionales (Wool, 1996, TIBS 21: 164-
165) . Dadas las similitudes estructurales y funcionales de
los ribosomas entre especies, no sorprende que la
conservacién de la secuencia de aminodcidos de las
proteinas ribosdmicas sea elevada, y entre los mamiferos,
las secuencias de la mayoria de proteinas ribosdmicas son
casi idénticas (Wool y col., 1995, Biochem Cell Biol 73:
933-947) .

Hay dos proteinas ribosdmicas que parecen atipicas,
puesto que se expresan en forma de propéptidos (proteinas
con extensidn carboxi) fusionados a ubiquitina. La
ubiquitina es un polipéptido de 76 aminodcidos muy
conservado involucrado en una variedad de funciones
celulares, incluyendo la regulacién de la descomposicidn
intracelular de proteinas, la regulacidén del ciclo celular
vy la respuesta al estrés (Hershko & Ciechanover, 1992,
Annu Rev Biochem 61: 761-807; Coux y col., 1996, Annu Rev
Biochem 65: 801-847).

La ubiquitina estd codificada por dos clases de genes
diferentes. Uno es un gen de poli-ubiquitina que codifica

un polimero lineal de repeticiones de ubiguitina. El otro
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comprende genes que codifican proteinas de fusidn
naturales en las que una sola molécula de ubiguitina estéa
unida a la proteina ribosdmica rps27A o rpL40 (Finley vy
col., 1989, Nature 338: 394-401; Chan y col., 1995,
Biochem Biophys Res Commun 215: 682-690; Redman & Burris,
1996, Biochem J 315: 315-321).

Las caracteristicas estructurales comunes de 1los
promotores de proteinas ribosbédmicas han sido descritas por
Perry (2005, BMC Evolutionary Biology 5: 15). Los
promotores se pueden clasificar segin la naturaleza de los
motivos de la caja TATA, el nUmero y el tipo de sitios de
unién a factores de transcripcidn y la localizacidn de los
codones de iniciacidén AUG. No obstante, esa clasificacién
no parece predecir la fuerza del promotor y hay evidencias
gque sugieren que algunos de esos promotores probados
presentan una actividad transcripcional equivalente a la
medida para la expresidén de un gen informador unido
(Hariharan y col., 1989, Genes Dev 3: 1789-800).

La patente de EE.UU. 6.063.598 describe el promotor
de la ubiquitina de hamster/S27a y Su uso para conseguir
un nivel de produccién elevado de proteinas recombinantes.
No obstante, no hace ninguna sugerencia en cuanto a su uso
en la mejora de la expresidén de un gen transcrito
principalmente a partir de otro promotor (es decir, uno
distinto del promotor de la ubiquitina de hamster/S27a) .

La solicitud de EE.UU. US 2004/0148647 describe un
ensayo informador wusando un vector de expresidn que
comprende un promotor de 1la ubiquitina de hamster/S27a
unido de manera funcional a un gen para un producto de
interés y una proteina informadora fluorescente. De nuevo,
la aplicacién sdélo describe construcciones en las que la
transcripcién del gen de interés se produce a partir del
propio promotor de la ubiquitina de héamster/S27a.

Sigue siendo un objetivo en materia de expresidn de
genes recombinantes la obtencidn de niveles de expresidn

mas elevados y mas exactos, particularmente para
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aplicaciones terapéuticas 1in vivo y ex vivo y para la
produccién de proteinas recombinantes in vitro.
RESUMEN DE LA INVENCION

A lo largo de la descripcidn y las reivindicaciones
de esta solicitud, las palabras "comprenden" y "contienen"
y sus variaciones, ©por ejemplo, "que comprende" vy
"comprende", significa "que incluye, pero no limitado a",
y no se pretende que se excluyan (y no se hace) otros
restos, aditivos, componentes, pasos o etapas.

Definiciones

Como se usa en el presente documento, una regidn
promotora se define como una secuencia gendmica de
nucledtidos que consta de un promotor y un sitio de inicio
de la transcripcidn junto con 5 kb de la secuencia en 5!
aguas arriba del sitio de inicio de la transcripcidn y 500
pb de la secuencia en 3' aguas abajo del extremo distal
del primer exdn.

Una regidén en 5' sgin traducir significa una regidn en
5' del inicio de la traduccidn codificada en la secuencia
gendémica o de ADNc. Se toma para que incluya todos los
elementos reguladores en la direccidédn 5'. Una secuencia en
5' aguas arriba se usa para referirse a una secuencia en
5' al inicio de 1la transcripcién codificado en 1la
secuencia gendmica.

Como se usa en el presente documento, "&cido nucleico
transcribible" significa un &cido nucleico que, cuando
estd unido de manera operable a un promotor funcional u
otras secuencias reguladoras, puede ser transcrito para
dar una molécula de ARN funcional, tal como ARNm. Estas
secuencias pueden comprender marcos de lectura abiertos,
que codifican secuencias de polipéptidos traducibles.
Alternativamente, el ARN funcional puede tener otra
funcidén, tal como ARN ribosdmico, ribozimas o ARN no
codificante.

"Gen" normalmente significa 1la combinacidén de 1la

regién codificante del &acido nucleico transcribible, junto
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con el promotor a partir del cual se transcribe y otras
secuencias reguladoras tales como potenciadores y seflales
de poliadenilacién en 3'. Los genes de ADN gendmico
también contienen intrones. "Unidad de transcripcidn" a
veces se usa para describir una combinacidén funcional de
al menos un promotor y secuencias reguladoras minimas con
un acido nucleico transcribible, a menudo derivado de ADNc
a partir del cual se han procesado los intrones. "Cistrdén"
se define como un &cido nucleico que codifica un tUnico
polipéptido junto con las seflales funcionales de
iniciacidén y terminacidén. "Transgen" implica un gel gue ha
sido transferido de un genoma a otro, aungue el término se
puede aplicar mas libremente a cualquier gen o incluso a
un Acido nucleico transcribible comprendido en una
construccidén de ADN recombinante tal como un vector.

Promotor y potenciador son términos muy conocidos en
la materia e incluyen las siguientes caracteristicas que
se proporcionan sdlo a modo de ejemplo, y no a modo de
limitacidén. Los promotores son secuencias reguladoras en
5' qgue actGan en cis unidas directamente al sitio de
inicio de 1la transcripcidén. Los elementos promotores
incluyen 1las secuencias denominadas caja TATA vy la
seleccidén de iniciacidén de la ARN polimerasa (RIS) cuya
funcién es seleccionar un sitio de inicio de 1la
transcripcidn. Estas secuencias también se unen a
polipéptidos cuya funcidén, entre otras, es facilitar la
seleccidén del inicio de la transcripcidén por parte de la
ARN polimerasa.

En términos sencillos, los promotores son elementos
direccionales que actGan para iniciar la transcripcidn de
secuencias situadas a menos de 100 (y normalmente a menos
de 50) pares de bases (pb) de nucledétidos en direccidn 3'.
Contienen una serie de secuencias cortas de nucledtidos
consenso que actGan como sgitios de unidén para diversas
proteinas que participan en el inicio de la transcripcién

vy en el ensamblaje de un complejo multi-subunidad conocido

10
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como complejo de pre-iniciacidén (McKnight y Tjian, 1987,
Cell 46: 795-805). En la mayoria de los genes, esto se
produce en una secuencia muy ampliamente conservada
conocida como caja TATA (TATARAA) a la cual se une 1la
proteina de unidn a la caja TATA (TBP, una subunidad del
factor de transcripcidn general TFIID). A continuacidén se
produce el ensamblaje ordenado de mas de 10 factores de
transcripcién adicionales para formar en Gltimo término el
complejo de la holoenzima Pol II. La transcripcidén del ARN
en realidad comienza en el sitio de iniciacidén
aproximadamente 25-30 bases en direccidén 3' (Breathnach y
Chambon, 1981, Annu Rev Biochem 50: 349-393) al cual
también se une la TBP.

La mayoria de promotores funcionales contienen
elementos promotores adicionales en direccién 5' (UPEs),
de los cuales los mas conservados son la caja CAAT (CCAAT,
el sitio de unidén para los factores de transcripcién CBF,
C/EBP y NF-1), aproximadamente 70-200 pb en direccidén 5',
y la caja GC (GGGCGG, sitio de unidén para el factor de
transcripcién general Sp-1) a una distancia similar en
direccidn 5'. Aunque se producen niveles Dbasales de
transcripcién con la caja TATA sola, para la mayoria de
promotores son necesarias al menos las cajas CAAT y GC
para unos niveles Optimos de transcripcidn.

Los potenciadores son secuencias que actGan no
direccionalmente para incrementar 1la transcripcidn de
promotores situados localmente, pero no de manera
necesaria inmediatamente adyacentes (hasta varias
kilobases de distancia (Kadonaga (2004) Cell 116: 247-
257)). Los potenciadores contienen secuencias consenso
cortas (8-12 pb) gue representan los sitios de unidén para
una amplia variedad de ©proteinas activadoras de 1la
transcripcién (Ondek y col., 1988, Science 236: 1237-1244)
incluyendo algunas, tales como NF-1 y SP-1 qgue también
estdn asociadas a elementos promotores. A menudo estas

secuencias estadn duplicadas en tandem o en repeticiones
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invertidas.

En algunas unidades de transcripcidn naturales,
incluyendo las unidades de transcripcidn génica
inmediata/temprana muy activas de muchos virus de ADN
tales como citomegalovirus, los elementos potenciadores y
promotores se pueden combinar funcionalmente en lo que es
efectivamente un elemento extendido en direccidn 5'.

Los promotores pueden estar regulados, gque responden
al tipo celular, a la temperatura, a iones metdlicos u
otros factores; o ser constitutivos, que producen una
transcripcidén que no responde a esos factores. Para muchos
propdsitos es muy ventajoso un promotor constitutivo gque
dé niveles de transcripcién elevados y consistente en
muchos, si no en todos, 1los tipos celulares. Durante
muchos afios, el elemento potenciador/promotor que conduce
la expresidn génica inmediata/temprana en citomegalovirus
humano se ha wusado muy ampliamente para conducir la
expresidn de genes heterdlogos en vectores de expresiodn
eucariotas (Foecking & Hoffstetter, 1986, Gene 45: 101-
105) .

Se propuso la hipdtesgis de gue regiones promotoras de
genes de proteinas ribosdmicas podrian tener una actividad
itil en la potenciacidn y estabilizacidén de la expresidn
de transgenes unidos y que las regiones reguladoras
procedentes de genes muy expresados muy probablemente
podrian contener elementos que son muy eficaces en el
mantenimiento de la cromatina en una conformacidén
transcripcionalmente activa. La unidén de dichos elementos
a un promotor heterdlogo podria generar por tanto un
entorno de la cromatina més abierto en los alrededores del
promotor, lo que daria como resultado una expresidén
incrementada. Alguien experto en la materia entenderd gque
los promotores derivados de genes de proteinas ribosdmicas
se deben distinguir de los promotores ribosdmicos, que son
promotores que dependen de la ARN-polimerasa de tipo I a

partir de la cual se transcribe el ARNr.
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Para comprobar esta hipdtesis, se obtuvo ARN
procedente de lineas celulares CHO-K1 y NSO en la fase de
crecimiento exponencial y se llevdé a cabo un andlisis de
micromatrices frente a 13.443 genes murinos. Limitamos
nuestro analisis a elementos que tienen un contenido
elevado en islas CpG y una probabilidad de promotores
bidireccionales. Usando criterios basados en la secuencia
efectiva minima de la regidén reguladora hnRNPA2, se
amplificaron por PCR aproximadamente 3 kb de ADN
procedente de una seleccidn de estos genes a partir de ADN
genémico de NSO. A continuacidén, estas secuencias se
clonaron en vectores de expresidén EGFP y se transfectaron
a células CHO-K1 junto con las versiones control de
hnRNPA2 del mismo vector.

Se encontrd que las secuencias derivadas de las
regiones promotoras de dos proteinas ribosdémicas
proporcionaban de manera consistente niveles de expresidn
elevados de la secuencia informadora heterdloga en el
ensayo utilizado. En cada caso, la regidn promotora
comprendia una secuencia rica en GC que se extiende desde
la regidén en 5' aguas arriba de los elementos promotores
reales hasta bien entrado en el primer exédn y, de hecho,
en el primer intrdén. Esta secuencia rica en GC cumplia los
criterios de ser una isla CpG extendida, como se define en
el presente documento puesto que se extiende mas de 300
pb.

Por consiguiente, la invencién proporciona un
polinucledtido aislado que comprende:

a. una isla CpG extendida exenta de metilacidén que
comprende mas de 3000 nucledtidos contiguos desde 1la
regidn promotora de un gen rps3 de mamifero;

b. un promotor heterdlogo; vy

c. una secuencia de é&acidos nucleicos transcribible
adyacente al promotor heterdlogo,
en el que la transcripcidn de dicha secuencia de &acidos

nucleicos transcribible desde dicho promotor heterdlogo se
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mejora en presencia de dicha isla CpG extendida exenta de
metilacién con respecto a la transcripcidn en ausencia de
dicha isla CpG extendida exenta de metilacidn.

Los nucledtidos contiguos se seleccionan del area del
promotor, que se extiende desde un punto 5 kb aguas arriba
(en direccidn 5' con respecto a la hebra codificante) del
gsitio de inicio de la transcripcidn hasta un punto 500 pb
aguas abajo (en direccidn 3' con respecto a 1la hebra
codificante) del extremo distal (3') del primer exén.
También se prefiere que dicha isla CpG comprenda el
promotor del gen rps3 y desde el cual se inicia
naturalmente la transcripcidn del gen rps3. Ese promotor,
a menudo se denomina promotor enddgeno. En una forma de
realizacidén preferida, la isla CpG comprende
adicionalmente uno o varios exones de dicho gen rps3.

El gen rps3 es un gen de mamifero, aunque esos genes
y sus promotores y las secuencias 5' aguas arriba estéan
muy conservadas entre especies, y alternativamente también
pueden estar descritos genes de insectos, nematodos vy
levaduras. No obstante, preferentemente es un gen humano o
de roedor y lo mas preferentemente es un gen de ratdn.

En una forma de realizacidén muy preferida, el
polinucledétido aislado de 1la invencidn comprende los
nucledétidos 38 a 3154 de la secuencia de nucledtidos rps3
de ratdén representada en la SEQ ID NO: 1. También se
describen los nucledétidos 12 a 3032 de la secuencia de
nucledétidos rpsll de ratdn como se presenta en la SEQ ID
NO: 2.

En un aspecto, ademds del elemento descrito, el
polinucledétido comprende adicionalmente un promotor no
asociado de manera natural a dicho elemento procedente de
un gen de una proteina ribosdémica. En esta forma de
realizacidén, un promotor heterdlogo (distinto del promotor
enddbgeno que puede o puede no estar presente en el primer
elemento) estd situado en una posicidén adyacente y unido

de manera operable en direccidén 3' del elemento gue
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contiene 1la secuencia en 5' derivada del gen de 1la
proteina ribosémica. En esta disposicidén, la expresidn
dirigida por este promotor heterdlogo se mejora por el
efecto del elemento del gen de la proteina ribosdmica.

En una forma de realizacidn, dicho promotor es un
promotor constitutivo, mas preferentemente seleccionado de
la lista constituida por el promotor temprano/inmediato de
citomegalovirus, SV40, EF-loa, las LTR del virus del
sarcoma de Rous (RSV), o las LTR del VIH2 o combinaciones
de secuencias derivadas de ellos. Mas preferentemente, el
promotor es un promotor inmediato/temprano de CMV. Mas
preferentemente, es el promotor inmediato/temprano de CMV
en ratén o conejillo de indias.

Alternativamente, dicho promotor puede ser un
promotor especifico de tejido, que dirige la expresidén en
un espectro limitado de tejidos. Dichos promotores son muy
conocidos en la materia e incluyen aquellos derivados de
e-globina, las cadenas ligeras de inmunoglobulinas e y e,
la cadena pesada de inmunoglobulinas, desmina, tirosinasa,
CD2, IL-3, la cadena ligera de la miosina, el promotor del
gen de 1la actividad inhibitoria del melanoma humano vy
queratinas. En una forma de realizacidn particularmente
preferida el promotor es un promotor selectivo de tumores,
que dirige preferentemente la expresidén de uno o mas tipos
tumorales. Ejemplos de dichos promotores incluyen 1los
promotores del antigeno carcinoembrionario (CEA), antigeno
prostatico especifico (PSA), ciclooxigenasa-2 (COX-2),
alfa-fetoproteina (AFP), tirosinasa, y los promotores
basados en los factores 1-4 de linfocitos T (TCF).

El A&cido nucleico transcribible puede codificar
cualguier polipéptido Util para la expresidn in vitro y
preferentemente se selecciona de la lista constituida por
un anticuerpo, un fragmento funcional de un anticuerpo gue
se une a un epitopo, un factor de crecimiento, una
citoguina, una proteina guinasa, un receptor soluble, un

receptor unido a membrana, o un factor de coagulacidn
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sanguineo. Alternativamente, el acido nucleico
transcribible puede codificar un gen terapéutico para su
uso en terapia génica in vivo o ex vivo. Dicho A&cido
nucleico terapéutico puede actuar sustituyendo o
suplementando la funcién de un gen defectuoso gque provoca
una enfermedad como la fibrosis quistica, talasemia,
anemia falciforme, anemia de Fanconi, hemofilia,
inmunodeficiencia combinada severa (SCID), fenilcetonuria
(PKU) , deficiencia en antitripsina alfa-1, distrofia
muscular de Duchenne, deficiencia en ornitina
transcarbamilasa u osteogénesis imperfecta.
Alternativamente, puede codificar un agente citotdxico o
una enzima conversora de un  profarmaco expresada
selectivamente en una célula diana, como una célula de
cancer maligno, con el fin de acabar con é&l. Estas
aplicaciones, vy muchas otras, son muy conocidas por
aquellos expertos en la materia y la importancia de 1la
presente invencidn en la mejora de la expresidén de los
dcidos nucleicos terapéuticos serda evidente para dichos
profesionales cualificados.

En otro aspecto, la invencidn proporciona un vector
que comprende el polinucledtido de la invencidn como se
describe anteriormente. Preferiblemente, dicho wvector es
un vector de expresidn adaptado para la expresidén de genes
eucariotas.

Normalmente, dicha adaptacidén incluye, a modo de
ejemplo y no de limitacidén, 1la provisién de secuencias
para el control de la transcripcidn (secuencias
promotoras) gque median en la expresidén especifica de
células/tejido. Las adaptaciones también incluyen 1la
provisién de marcadores seleccionables y secuencias de
replicacién autdnomas que facilitan el mantenimiento de
dicho vector en la célula eucariota o en el hospedador
procariota. Los vectores dque se mantienen de manera
auténoma se denominan vectores episomales. Se prefieren

los vectores episomales puesto que son auto-replicativos y
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de esta forma persisten sin necesidad de integracidn.
Vectores episomales de este tipo se describen en el
documento WO 98/07876.

Las adaptaciones que facilitan la expresidn de genes
codificados en vectores incluye la provisidén de secuencias
de terminacidén de la transcripcidén/poliadenilacidén. Esto
también incluye la provisidn de sitios internos de entrada
de ribosomas (IRES) cuya funcidén es maximizar la expresidn
de los genes codificados en los vectores dispuestos en
casetes de expresidn bicistrdénicos o multi-cistrdnicos.

Estas adaptaciones son muy conocidas en la materia.
Hay una cantidad importante de bibliografia publicada con
respecto a la construccidn de vectores de expresidn y a
las técnicas de ADN recombinante, en general. Por favor,
véase, Sambrook y col. (1989) Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbour Laboratory, Cold
Spring Harbour, NY vy 1las referencias alli citadas;
Marston, F (1987) DNA Cloning Techniques: A Practical
Approach Vol III 1RL Press, Oxford UK; DNA Cloning: F M
Ausubel y col., Current Protocols In Molecular Biology,
John Wiley & Sons, Inc. (1994).

El vector puede ser un vector episomal o un vector de
integracién. Preferentemente, el wvector es un pléasmido.
Alternativamente, el vector puede ser un virus, tal como
un adenovirus, virus asociado a adenovirus, un
herpesvirus, wvirus de la vacuna, un lentivirus, u otro
retrovirus.

Alternativamente, ese vector puede comprender:

a. un elemento que comprende mas de 3000 nucledtidos
contiguos desde la regidén promotora de un gen rps3 de
mamifero;

b. un promotor heterdlogo; vy

c. un sitio de clonacidn mGltiple,
en el que una secuencia de Aacidos nucleicos transcribible
insertada en el sitio de clonacidén mGltiple puede ser

transcrita desde el promotor heterdlogo y el nivel de
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transcripcién se mejora mediante el elemento.

En un aspecto adicional, la invencidén proporciona una
célula hospedadora gque comprende el polinucledétido o el
vector aislado como se describe en el presente documento.
Preferentemente, dicha célula hospedadora es una célula de
mamifero, mas preferentemente seleccionada de la 1lista
constituida por células CHO, NSO, BHK, Hela, HepG2.

Ademds, la invencidén proporciona un procedimiento de
expresién de un polipéptido que comprende la insercidn de
un vector de expresidén que contiene el polinucledétido de
la invencién en una célula hospedadora apropiada como se
describe en el presente documento y el cultivo de dicha
célula hospedadora en condiciones adecuadas para permitir
su expresién. Preferentemente, dicho polipéptido es un
polipéptido terapéuticamente dtil.

En un aspecto adicional la invencidn proporciona una
preparacidén farmacéutica que comprende el polinucledtido,
el vector o la célula hospedadora como se describe en el
presente documento y un vehiculo, excipiente, tampdn o
medio farmacéuticamente aceptable.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 muestra un plésmido con el mapa del vector
rps3-1005-EGFP (véase Ejemplo 1)

La Figura 2 muestra un plésmido con el mapa del vector
rpsll1-1005-EGFP (véase Ejemplo 2)

La Figura 3 muestra la expresién del informador EGFP
como se expresa por diversas construcciones
de rps3 en células CHO-K1 analizadas
mediante andlisis FACS, 8 dias después de
la transfeccién. La Figura A muestra la
fluorescencia media, y la Figura B indica
el porcentaje de células que expresan el
gen informador a un nivel detectable (% de
células positivas). Véase Ejemplo 1.

La Figura 4 muestra la expresién del gen informador de

construcciones de rpsll en células CHO-K1,
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7 dias después de la transfeccidn
(analizadas por FACS). A y C son las
cuentas totales, de B a E son los
resultados basados sélo en las células que
expresan dentro de la poblacidén. La Figura
A muestra la fluorescencia media de células
en el fondo de reserva seleccionado de
manera estable, y la Figura B muestra el
porcentaje (%) de células positivas. Véase
Ejemplo 2.

muestra el nivel de expresidén de un gen
informador en células NSO transfectadas de
manera estable cuando se lleva a cabo por
el promotor hCMV sin elementos adicionales
presentes o cuando se coloca un elemento
hnRNPA2 de 8 kb o un elemento RPS3 de 3 kb
inmediatamente en 5' al promotor de hCMV.
La Figura A muestra la intensidad de
fluorescencia media de los fondos de
reserva estables a los 28 dias y la Figura
B muestra el porcentaje (%) de células
positivas.

muestra datos similares a la Figura 5 para
construcciones de rpsll. La Figura A
muestra los wvalores de 1la intensidad de
fluorescencia media para fondos de reserva
estables generados con construcciones de
hCMV o construcciones 1idénticas con un
elemento hnRNPAZ de 8 kb o un elemento RPS3
de 3 kb inmediatamente en 5' al promotor.
La Figura B muestra el porcentaje de
células positivas dentro del fondo de
reserva que expresan el gen informador

(porcentaje (%) de células positivas).
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DESCRIPCION DETALLADA
Materiales y procedimientos
Analisis de micromatrices

Se extrajo el ARN total de células CHO-K1
confluentes al ~80% usando el kit de extraccidén RNeasy
RNA (Qiagen, Crawley, RU) segin el protocolo del
fabricante. E1 ARN total (2 upg/pl) se sometid a anadlisis
de expresidén en micromatrices wusando un banco de
oligonucleétidos de ratdén de oligbmeros de 70 unidades
(Operon V.1l) que representa 13.443 transcritos conocidos.
El laboratorio de Gendémica vy micromatrices de 1la
Universidad de Cincinnati realizd el anadlisis de
micromatrices segin los protocolos de referencia
(http://microarray.uc.edu) .

Las secuencias de 1los transcritos génicos se
clasificaron segtn su fluorescencia creciente. Puesto que
nuestros estudios previos detallaban los loci
HNRPA2B1/CBX3 como un elemento de reestructuracidén de la
cromatina y que <confiere beneficios al hCMV, el
transcrito HNRPA2 fue identificado como el nivel de
expresidén basal. No obstante, usando el anédlisis de
micromatrices disponible, el transcrito HNRPA2 apenas fue
detectable. Puesto que el nivel de expresidn del
transcrito HNRPA2 era minimo, usando HNRPA2 como
referencia identificamos 3829 secuencias para su
potencial anadlisis. Por tanto, se identificaron 7
secuencias del 2% superior (76 secuencias) de 1los
transcritos ordenados y expresados segln los criterios de
inclusién de una isla CpG y uno o mas sitios de inicio de
la transcripcidén conocidos/putativos (véase Tabla 1). La
posicidén de las islas CpG, el tamafio y las relaciones
GC:CG se verificaron usando GrailEXP
(http://compbio.ornl.gov). Los sitios de inicio de 1la
transcripcidén conocidos/putativos se identificaron a
partir del andlisis NIX blast (http://www.hamp.mrc.ac.uk)
vy las bases de datos de Ensembl (http://www.ensembl.org).
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Amplificacién por PCR de fragmentos que contienen islas
CpG

Los oligonucleétidos de 1la PCR estaban disefiados
para amplificar fragmentos de 3 kb aproximadamente que
contienen la isla CpG completa embebida en la regidn
promotora Yy que incluyen 500 pb aproximadamente de
secuencia codificante seglin la estructura de la secuencia
codificante conocida o predicha (véase Tabla 2).

Las reacciones de PCR contenian grupos de
oligonucleétidos especificos de cada fragmento gendmico
(2 pmol de cada cebador; Tabla 2). La amplificacidn por
PCR se consiguid usando las premezclas Failsafe™ PCR A-F
(Cambio, RU), 1 unidad de Tagq ADN polimerasa (Promega,
RU) y 200 ng de ADN no codificante. La desnaturalizacidn
inicial se realizd a 96°C durante 2 minutos, mientras que
la amplificacién por PCR se 1llevd a cabo durante 35
ciclos (94°C durante 1 min, 55-60°C durante 1 min, 72°C
durante 5 min). Se incluydé una etapa de extensidén final
(72°C durante 10 min) .

Los productos de 1la PCR se purificaron en gel,
usando columnas de purificacidén GFX DNA (Amersham, RU)
segln el protocolo del fabricante, y se sometieron al
proceso de clonacién TOPO TA cloning® segin el protocolo
del fabricante (TOPO; Invitrogen, RU). Se obtuvieron las
orientaciones en sentido directo y en sentido contrario
para cada fragmento que contiene islas CpG clonadas en
vectores TOPO (Invitrogen, RU).

Construccidén del vector de expresidn

Se construyd® un vector de expresidn control
(denominado CET1005EGFP, SEQ ID NO: 20) con la insercién
de un hCMVIEGFP/sv40 pA (sitio de clonacidén mdltiple
NheI/Agel borrado) procedente de pEGFP-N1 en CET 900,
seguido de la insercidn del casete AscI de este vector en
el sitio AscI de CET 1005.

Todos los fragmentos con islas CpG se eliminaron de

TOP02.1 (Invitrogen, RU) a menos que se indique otra
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cosa. El1 fragmento Terf2ip Acc65I/EcoRV se insertd en
Acc65I/Swal de 1005. GAPDH Spel/SnaBI se insertd en
PmeI/Xbal de 1005. El1 fragmento RPS3 Xbal/Spel se insertd
en Xbal de 1005. Los fragmentos romos RPS11 y TUBAl EcoRI
se eliminaron de TOPO4.0 vy TOPO2.1l, respectivamente
(Invitrogen, RU) y se insertaron en Pmel de 1005. Por
altimo, los fragmentos A430106P18Rik (ECORV) v
2510006D16Rik (BstXI) también se insertaron en Pmel de
1005. Todos 1los fragmentos que contienen islas CpG se
insertaron en ambas orientaciones en sentido directo y en
sentido contrario inmediatamente en 5' del promotor hCMV.
Lineas celulares y transfecciones.

Las células CHO-K1 se crecieron en HAMS Fl12
(Invitrogen, Paisley, RU) méas 4500 mg/l de L-ananil-L-
glutamina, 10 upg/ml de cada wuna de penicilina vy
estreptomicina, y el 10% (v/v) de suero fetal bovino
inactivado por calor (FCS; Invitrogen, Paisley, RU). La
transfeccidén se 1llevd a cabo por electroporacidn usando
aproximadamente 10° células procedentes de cultivos
confluentes al 80% y un set Gene Pulser II™ de BioRad
para proporcionar un UGnico pulso de 975 pF a 250 V. Las
transfecciones requirieron 2 pug de plasmido CET1005EGFP
linealizado y «cantidades molares equivalentes ©para
vectores de expresidn de diferentes tamafios. Las células
transfectadas de manera estable se seleccionaron y se
mantuvieron en medio de crecimiento que contiene 12,58
u/ml de sulfato de puromicina (Sigma, RU).

Cuantificacidén de la expresidén transgénica

El andlisis de 1las células transfectadas con las
construcciones informadoras EGFP se realizd con un
Becton-Dickinson.

El FACScan se realizd usando la linea celular CHO-K1

parental como control de fondo autofluorescente.
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Tabla 1. Secuencias analizadas
Locus Acc. #° Descripcion® Isla CpG°
pb % CG GC/CG

Factor 2 gue se une
a repeticiones
teloméricas que
interacciona con la
Tert2ip AB041557 proteina 968 64,560,90
1 (proteina
telomérica Rapl que
interacciona con

TRF2) .
Gliceraldehido-30]

Gapdd M32599 fosfato 1187 60,500,84
deshidrogenasa
RPS3 - proteina

RPS3 NM012052 ribosdémica S3 de 419 60,390,87
408S.
Cadena de 1la

TUBA 1 M13445 tubulina alfa-1 850 66,300,091
(Alfa-tubulina 1).

RPS11 - proteina

RPS11 AK011207 ribosémica S11 de 957 59,71 0,95
408S.

A430106P18Rik Ak02077g Marcale de la 982 63,620,093
secuencila expresada

2510006D16Rik AK010915 Marcaje de la 679 67,690,75

secuencia expresada
°N° de acceso del Genbank
PDescripcién del Enseml (http://www.ensembl.org/)
‘Grailexp (http://compbio.ornl) .gov/orailexp)
dGapd - derivado de la secuencia humana
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Tabla 2. Oligonucleétidos de 1la PCR y tamafios de 1los

amplicones
Locus Sentido directo Sentido contrario Amplicdn
- gtagtttctgacttggaaat aactgacctgccatgcca
Terf2ip gt (SEQ ID NO: 3) ttc (SEQ ID NO: 4) 2995 pb
gagcagtccggtgtcacta gcagagaagcagacagtt
Gapd (SEQ ID NO: 5) atg (SEQ ID NO: 6) 5096 pb
cagagcatcaagtacctgtg taaccactaagccatctc
RPS3 a (SEQ ID NO: 7) tce (SEQ ID NO: 8) 026 PP
caagaacaaggaagctggec taaaacccacagcactgt
TUBAL1 (SEQ ID NO: 9) ig?g (SEQ ID NO: 3049 pb
aagactgtttgcctcatgce ggatgacaatggtcctct
RPS11 (SEQ ID NO: 11) gc (SEQ ID No: 12) 5020 pb
tggttgtagg
A430106P18 2 atccctcacattgccaag
Rik ttcacgtcc (SEQ ID cc (SEQ ID NO: 14) 3128 pb
NO: 13)
2510006D16 aggtiigigc%SEQ D gctagcttacataggcag 2997 b
Rik gatg cc (SEQ ID NO: 16) P

NO: 15)
Ejemplo 1: Expresidn conducida por el elemento rps3

La SEQ ID NO: 1 muestra la secuencia clonada RPS3
(nucledtidos 38 a 3154); 1la SEQ ID NO: 17 muestra 1la
secuencia completa del plasmido pRPS3-1005-EGFP; la SEQ
ID NO: 18 muestra la secuencia completa del pléasmido
PCET1015-EGFP.

Se investigaron los niveles de expresidén de EGFP, 8
dias después de la transfeccidn, en fondos de reserva de
CHO-K1 que contienen hCMV solo (construccidn control;
pléasmido pCET1005-EGFP, linealizado con Pmel antes de la
transfeccidn), construcciones que contienen un fragmento
RNPA2 de 8 kb (plasmido pCET1015-EGFP, linealizado con
Pmel antes de la transfeccidn) y Rps3 (plasmido pRPS3-
1005-EGFP; linealizado con Pmel antes de la
transfeccidn) .

Los fondos de reserva generados con construcciones que
contienen Rps3 presentan un incremento significativo en
los niveles de expresidn de EGFP comparados con 1las
construcciones control. La adicidén de la secuencia Rps3

en 5' del promotor hCMV dio como resultado un incremento
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de 5,5 & 1,5 veces en la intensidad de fluorescencia
media con respecto a construcciones dque contienen el
elemento de control o el elemento hnRNPA2,
respectivamente (Figura 334).

Se investigdé la actividad de las construcciones en
células NSO. El incremento en la intensidad de
fluorescencia media en fondos de reserva estables cuando
el elemento RPS3 o los elementos hnRNPA2 estan incluidos
en las construcciones, comparado con el promotor hCMV
solo, fue de 28 &6 18 veces, respectivamente (Figura 5A).
En ambos tipos de células CHO-K1 y NSO, el porcentaje de
células positivas se incrementd significativamente con el
elemento hnRNPA2, pero este incremento fue superior con
el elemento RPS3 (Figuras 3B y 5B).

Ejemplo 2: Expresidn conducida por el elemento rpsll

La SEQ ID NO: 2 muestra la secuencia clonada RPS11
(nucledtidos 12 a 3032); 1la SEQ ID NO: 19 muestra 1la
secuencia completa de pRPS11-1005-EGFP.

Los vectores que contienen Rpsll y el control (Pmel
linealizado) se transfectaron en lineas celulares CHO-K1
y NSO y se generaron fondos de reserva estables mediante
la seleccidn con puromicina. Los niveles de expresidn
media de EGFP se valoraron mediante andlisis FACscan.

La adicidén del elemento Rpsll en direccidén 5' del
hCMV dio como resultado un incremento de 1,2 veces en los
niveles de expresidén media de EGFP, en fondos de reserva
de CHO-K1, comparados con una construccidn gque contiene
el fragmento RNPA2 descrito previamente (Fig 4A).

Lineas celulares NSO transfectadas de manera estable
con construcciones gque contienen Rpsll mostraron un
incremento de 1,8 y 1,5 veces (respectivamente), en 1los
niveles de expresidén media de EGFP comparados con 1las
construcciones de hCMV y RNPA2 (Fig 6A).

Se observd un incremento en el porcentaje de células
positivas para lineas celulares CHO-K1 transfectadas con

construcciones Rpsll comparadas con construcciones RNPA2
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(Fig 4B). Ademas, se observd un incremento en el
porcentaje de células positivas en fondos de reserva de
NSO transfectadas con construcciones Rpsll comparadas
tanto con hCMV como con RNPA2 (Fig 6B).
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ctagtaacgg
ccctgagtca
gtagctggca
gtgcactaga
gattagaagc
gggtttgatc
ccectgacttce
gaaatctctc
cttctatgtt
aaaataaaac
gtgggattaa
tgcagtacaa
catcagggtc
tccccgaagce
ctgcgagtca
aaaatttttt
agcccatctc
cacgcatgtg
tcactctgta
tcattagcgt
cacctctagt
agtcagaaac
taaacttgtg
ctttcagacc

acaccccccc

ccgecagrgt
tgattttagt
caggtcttca
aatggagaaa
catcttgtta
ctgtcgtcaa
caccctgata
ttcccttgga
tgatgctatt
ttgcttaatt
tacagggtga
gttatatcag
tgtgtgaagyg
cctggtgett
aaaaagtrcc
tttcccacag
atggatcagg
ttttatgctt
acttactgag
gaacgtgaag
ctgaaggttyg
tcataaaggc
accctctact
ggaactagat
tacgcegrtt
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gctggaattc
gtgagaggca
gatacaagga
cagcttcatc
caaggtcaaa
cccattttct
agatgttctg
aaccacctag
ctttaaaact
tgtctaaaag
aacagactcc
caggttctgce
gaaggtccta
tattattttg
tgtctcggaa
gttctagtgg
gtttaccttt
gcatatatgt
ccatccagct
gtggtaaaat
ctcttttcaa
caagctggcc
tcgttagtge
gtctacttcc

tagacgcaaa

gcccttataa
tcattgaatt
gatagttata
aggtgacaga
ataagttcat
ggaatttgac
ccaagttcct
tcttagaaat
ccactttagg
agtttaagta
cgtgtttcca
ctctgggcaa
tggcctagat
acaagcccct
aaacaaaaca
aggtgctcac
gtaataatat
atacgcagcc
ggtcctctaa
ctgttagtgt
attttttatt
tcgaattcge
tggaacccca
tgttccgect

acttcatttc
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ccactgagcc
ttctgagcac
agaaggcagc
ccagtctgac
tcctgttttce
atgttccata
gtgtagccaa
tttgagttat
gagatagccc
atagttttta
gtgtgaagtg
tgaacttttg
ttatactatt
gctgctggta
aaacaaaaca
taccagaaat
taaatctgtg
atggttttct
atacatttca
gtgcttatge
tatttacgtt
tatgtagtca
agcttgctga
acattacagg

ccatgcaaaa

atctctccag
ggccatcagg
catggctgtg
tctgtcccat
tgtaacactt
ctccattata
cattcccctg
ataaattcca
tgtctgatag
cttttgttcce
agccacacac
cttgtgtgga
caacagtctg
ttccaccctg
accaaaaaat
cctacaaata
tgcatgtgceg
actgtcccac
atgaaagttt
ctgtggtttg
tttacttttg
atgatgacct
gtacagagca
ttgctaggtt

cttcatttcc

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500



catgaacact
acttccgeec
cagatttcca
Cctacaagtgc
ctgccgtcte
tgctgtgtgc
gggcgcctcc
cctgtggcac
agtttagcag
cttactgact
tttcatgggg
cttatgcaca
acttacagtc
gtagattatg
tgtctttgtc
tcaaaagaaa
ctgtagggcc
cctttggttc
cgggagctgg
gaaatcatta
tgtactgaga
taactgcttt
gcgttigtggt
cacagaatgt
agcgctttgg
gttttagact
tggccagtga
cactggcggc

<210> 2

tgcaagggtc
gcgagccact
agaagaggaa
cagggaggcc
ttcgagectc
ctgggcaagg
agttccggac
agttagaggg
tccecttctcet
gctgeecgtgt
gaaaagtgtg
cagatgataa
ccagctgtac
ccgtagagcec
caagatgcct
cttcctaaag
attgggctrtg
agtttgtagc
ctgaagatag
ttttagccac
tgctgtgtaa
gttagaactg
gggcggcagy
tcttggggag
cttccctgaa
gagttgggat
cagtcacagg

cgctcgagca

<211> 3039

<212> ADN
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gcecgegetge
tcctttectt
ggtaagcgtc
tgtggctccg
ggatggccegt
gagggacaaa
tagacacctt
cgtgtgccat
tagtcgcegtg
tcactcggga
caggttgcca
acctgttttg
atgtgctact
cttcgatgaa
cactatgctg
atgaccaaga
ctctgactaa
tgatggcatc
ctactctgga
caggtagaaa
acttgggcca
catttgggaa
tgggatcttyg
aagggtcgtc
ggcagcgtag
gtggcttctyg
tacttgatgc
tgcat

<213> Mus musculus rpsll

<400> 2 60

gcggcgteat
tcagcggege
tgggcccggt
tgatcagtcc
agattgtgta
ctcctegagt
tgagcgttte
cagatctagt
atcctgcaag
cccggagetg
ggtttagaaa
agtcaggatt
tggagacaga
gaggtgatga
cgttctgtgg
ggcatttgtc
ccctgtetic
ttcaaagcetg
gttgaagtcc
taccattgat
accaagcagt
gaacttacct
agtaaatggt
ggatcagaga
aggtgagttc
ctatagaatt

tctgagggcg

tgctccegece
gcggcetgcaa
tcgggagtec
tgtggagcgt
ttgggccgga
tctggaccga
ttggtctcca
ccagtttctt
tggccatagt
cagcgtcect
tagatggtct
cctectectat
tttttctttg
cgagtctgag
cacagctgaa
tgagaagggt
acctcagagg
agctgaatga
gagttacacc
tgtcacctgt
aaatctggec
tccatttaac
tgcgcttecc
gttgaccgca
ctctgcttta
gtacttctga

aattctgcag

ctatatacct
gatggcggtg
gcegegggtt
ctggggecege
gccgggegag
ctcgaacacce
taatagtaat
tagtaagtga
tgaaagccta
gtggttatca
gtcgttigtg
ccgaggtaca
tctcttgggt
taggaagtgt
agcactgtgg
tgctgetttt
taacttgttt
atttctcact
aaccaggaca
aaatactgtg
tcagtgggtg
gtgtgtgctg
ctctacagga
gttgtccaga
tctcccygggg
aaacctgaca

atatccatca

aattcgccct taagactgtt tgcctcatge ctgectggec tgeccttcet ccgeecgecaa

ctagggaagt ggggaccaaa ggttccttag gcactgctcc tgtgggtaga ggggacatta

gagagctgac agcgcaccac ctgcatgagt ttttattaaa gtgcaaacca tgggatgaat
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1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3145

bU
120
180



cagttgagct
cctattctgce
tggagcactg
atgtgctaat
agggcaccag
aggctttgtt
tgtaagtcag
acaaaggctg
atccttccgg
gatccgagtt
atgccctctt
gcrtcccatg
ccttatgect
attttgaaaa
cgagaaactg
tcacctaagg
tagacgcgcea
taataaaagg
cagatactct
ctctctggaa
ctaagcctcg
gagatgatag
ccaggaacgc
cttcecgeecce
ctcecggegge
cgctteggtg
ggatgcctgce
gggtccctgg
tggcgggagg
ggtaaagcag
cagggctgcg
agcttaggct
gcccaccagg

tttggaggtc

tcagtgttga
agctatgaaa
ccttgctect
aaattatttg
caggtcatct
gctcaaaagt
caccaagata
ggactaaagg
gggctggega
caaatcccag
ctggagtatc
ttaaccacca
ccgtgagtgce
tatgctttat
acacaagctt
ttagacactc
gcctgagata
aagaaaggtt
gctgtaaagc
actgaatccc
ccgtaccaca
gatcttcceg
gggctctegce
gacctcgegt
cgggaagatg
tggagcgtat
gaatgccttc
cgcttcggga
agggcatcct
gtrrtttccc
gtcccgacct
tgtcttaaac
ctcggctacg
cagtctggcet
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aaatgadtag
atgagatctg
tcccagcaga
acttaagtgt
gcatgggggag
tgcagatata
caagagctgg
catttaccac
gatggctcag
caaccaaatg
tgagaacagc
ctagagtttt
tggggttaaa
actgttctag
ttgccacctg
atccacgagt
ctgtcaacaa
gactattcgg
ggttcacccc
agcacgtgtt
tgatgcacgt
ccccttagtc
cggaagtacc
ggtgaataag
gcggacattc
cccttggegt
gtctcaggceg
gttggttctt
gcggcgcgag
cttgatggag
cgctgtagtt
ttgccatcct
tggacataag

gaaaagctct

cagggctgcc
cacatgagct
ccacaaagca
gtacgatgtg
ccecctttggg
catcttgggt
tacctggact
gcctgagtct
tggttaagag
gtgcctaaca
tacagtgtac
tattacagct
aagatccagc
cccatctgtyg
gctaaatggt
agtcaggaca
aggacatgcg
tcgacgctgg
tttcttgaga
tcccaaccceg
ttcctccaca
ctcccecgtce
tcccacctec
gaagccggga
aggttcgagc
cctegttgtce
gctcggaaat
aaagctcaga
agtcctgcgg
actgaggccc
ttcagtgtga
gcctcaacct
cttgaatccc

ttttgatctc

29

ccacccacct
ggggttcaca
gtatttttct
tgctgtgeag
tgaatccttg
cctgtcctag
gtaggaggtc
tctggttett
cacagactgc
actatccata
ttacatataa
agctgacctg
accactcaaa
cagggctaga
tcctctatta
taaacccatc
accttggtga
ctgctectga
cccgetctgc
tacggcacgc
tcgtgctect
atggcggcgt
gtgaggataa
gcggecctge
gtttagttgc
ttacgcatta
ccgggcetcta
gcttaacggg
cggcagagcc
ggacctcgtg
gcgcagcetct
caaccgggat
gaatgagtgg
agccgtgagt

gaccaagtac
agtgcacact
ggaggatttt
agaggggcag
ctcacgggat
atggtgttac
aggccatgac
taaacatcaa
tcttacgaag
atgaaatctg
tcttaaaaat
gaagccaagt
atgtcaatct
acggtgaata
cctggggtag
aaagtgtggg
cgtcggectt
catcgtatgg
acggccgett
cttctccgec
gaaatctcgce
acggacagtc
cccecgegtca
ctctcecttt
tttcccecga
gctgaagega
cgcagtaatg
tgagggattg
ggggacactg
cgctctacgg
ggcctcegatg
gacagatccg
atttgtatgt

tetgecagget

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220



gtggaggtgt
ccctgaccag
attgtctctg
ggagcgtget
agaaaccggc
gcctaaagag
gcacagccac
ggccctgagg
aactttgcag
ctccatccga
ctgcgtccag
agggcactgc
cccegttcaa

gaagatgaag

tagatgggac
ccggttttgg
atttccttga
taccaaaagc
aaggaaaaac
gtacaggacc
cccgeecect
cgtcatcctt
gctattgagg
ggtcgoatcc
gggcgetggc
tgagacagcc
ctgactccta

atgcagagga
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gcagtgtgtg
cgattggggc
actttacctg
agcctacgat
tcccteggta
ctccagcaga
tcacagtggc
ggttectgttt
gtacctacat
tgtctggtga
aagtgatgtec
agttgacaaa
cctgctaaca

ccattgtcat

agctaaacta
aaataaggtt
caacctcacc
ctttcaaaac
ctacaagaat
tgagatccct
ttcccatggg
aggaagtggt
agacaagaaa
gtgggatgtt
tgttctcacg
gctgatgcca
cctttetgtt

ccaagggcg

gacttggggt
gaaggtagga
aaattctcat
aagaagcggg
atcggtctag
gctgeecetge
cccctgggaa
aatctaaacc
tgccccttea
ggaagggtgg
atggtcttca
taaatggagc

actctcccag

ggttggagag
aggaagaaat
ccctacagac
ttctgctggg
gcttcaagac
acgtgtggga
ttgtagtatg
ccactttctt
ctggtaacgt
ttctaggttc
gatgtcctct
ttcttgggag
gtgtcgtgac

2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3039

<210> 3
<211> 22
<212> ADN
<213>
<220>
<223> Oligonucledtido sintético de la PCR
<400> 3
<210> 4
<211> 21
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400>
<210> 5
<211> 19
<212> ADN
<213>
<220>
<223>

Artificial

gtagtttctg actiggaaat gt 22

Artificial

Oligonucledétido sintético de la PCR

4 aactgacctg ccatgecatt ¢ 21

Artificial

Oligonucledétido sintético de la PCR

<400> 5 gagcagteeg gtgtcacta 19
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<210> 6

<211> 21

<212> ADN

<213> Artificial
<220>

<223> Oligonucledétido sintético de la PCR
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<400> 6 gcagagaagc agacagttatg 21

<210> 7

<211> 21

<212> ADN

<213> Artificial
<220>

<223> Oligonucledétido sintético de la PCR

<400> 7

cagagcatca agtacctgtg a
<210> 8

<211> 21

<212> ADN

<213> Artificial
<220>

<223> Oligonucledétido sintético de la PCR

<400> 8

taaccactaa gccatcetctc ¢
<210> 9

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial
<220>

<223> Oligonucledétido sintético de la PCR

<400> 9

caagaacaagd gaagctggcc
<210> 10

<211> 22

<212> ADN

<213> Artificial
<220>

21

21

20
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<223> Oligonucledétido sintético de la PCR

<400> 10

taaaacccac agcactgtag gg
<210> 11

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial
<220>

<223> Oligonucledétido sintético de la PCR

<400> 11

aagactgttt gcctcatgee
<210> 12

<211l> 20

<212> ADN

<213> Artificial
<220>

<223> Oligonucledétido sintético de la PCR

<400> 12

ggatgacaat ggtcctetge
<210> 13

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial
<220>

<223> Oligonucledétido sintético de la PCR

<400> 13

gtggttgtag gttcacgtce
<210> 14

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial
<220>

<223> Oligonucledétido sintético de la PCR

<400> 14
atcccteaca ttgccaagee

<210> 15

20

20

20

20

22
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<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Oligonucledétido sintético de la PCR
<400> 15

acttaagacc tgatgcctce 20

<210> 16

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Oligonucledétido sintético de la PCR
<400> 16

gctagcttac ataggcagcee 20

<210> 17

<211> 8691

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Vector pRPS3 1005 EGFP
<400> 17
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cgttgtaaaa
gggcccecee
cgcccttata
atcattgaat
agatagttat
caggtgacag
aataagttca
tggaatttga
gccaagttcec
gtcttagaaa
tccactttag
gagtttaagt
cecgtgtttee
cctctgggea
atggcctaga
gacaagcece
aaaacaaaac
gaggtgctca
tgtaataata
tatacgcagc
tggtcctcta
tctgttagtg
aattttttat
ctcgaattcg
ctggaacccc
ctgttccgec
aacttcattt
cgcggegrea
ttcagcggceg
ctgggccegg
gtgatcagtc
tagattgtgt

actcctcgag

cgacggccag
tcgaagttta
accactgagc
trtctgagea
aagaaggcag
accagtctga
ttectgtrtt
catgttccat
tgtgtagcca
ttttgagtta
ggagatagcc
aatagttttt
agtgtgaagt
atgaactttt
tttatactat
tgctgectgot
aaaacaaaac
ctaccagaaa
ttaaatctgt
catggtttte
aatacatttc
tgtgcttatg
ttatttacgt
ctatgtagtc
aagcttgctg
tacattacag
cccatgcaaa
ttgctcecge
cgcggctgea
ttcgggagtc
ctgtggagcg
attgggccgg
ttctggaccg

ES 2 358 680 T3

tgaattgtaa
aacatttaaa
catctctcca
cggcecatcag
ccatggctgt
ctctgtceca
ctgtaacact
actccattat
acattcccct
tataaattcc
ctgtctgata
acttttgttc
gagccacaca
gcttgrgtgg
tcaacagtct
attccaccet
aaccaaaaaa
tcctacaaat
gtgcatgtgc
tactgtccca
aatgaaagtt
cctgtggttt
trtttactttt
aatgatgacc
agtacagagc
gttgctaggt
acrrcatttc
cctatatacc
agatggcggt
cgeegegggt
tctggggecg
agccgggcga

actcgaacac

tacgactcac
tctagtaacg
gccctgagtc
ggtagctgge
ggtgcactag
tgattagaag
tgggtttgat
accctgactt
ggaaatctct
acttctatgt
gaaaataaaa
cgtgggatta
ctgcagtaca
acatcagggt
gtccccgaag
gctgegagtc
taaaattttt
aagcccatcet
gcacgcatgt
ctcactctgt
ttcattageg
gcacctctag
gagtcagaaa
ttaaacttgt
actttcagac
tacacccccc
ccatgaacac
tacttcegec
gcagatttcc
tctacaagtg
cctgeegtet
gtgctgtgtg
cgggcgectc
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tatagggcga
gccgccagtg
atgattttag
acaggtcttc
aaatggagaa
ccatcttgtt
cctgtcgtca
ccaccctgat
cttceccttgg
ttgatgctat
cttgcttaat
atacagggtg
agttatatca
ctgtgtgaag
ccctggtgct
aaaaaagttc
ttttcccaca
catggatcag
gttttatgct
aacttactga
tgaacgtgaa
tctgaaggtt
ctcataaagg
gaccctctac
cggaactaga
ctacgcegtt
ttgcaagggt
cgcgagccac
aagaagagga
ccagggaggc
cttcgagect
cctgggcaag

cagttccgga

attgggtacc
tgctggaatt
tgtgagaggc
agatacaagg
acagcttcat
acaaggtcaa
acccattttc
aagatgttct
aaaccaccta
tctttaaaac
ttgtctaaaa
aaacagactc
gcaggttctg
ggaaggtcct
ttattattrtet
ctgtctcgga
ggttctagtg
ggtttacctt
tgcatatatg
gccatccagc
ggtggtaaaa
gctcttttea
ccaagctggc
ttcgttagtg
tgtctacttc
ttagacgcaa
cgccgegetg
ttcectttect
aggtaagcgt
ctgtggctcc
cggatggecg
ggagggacaa

ctagacacct

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
260

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

1500

1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980



ttgagcgttt
tcagatctag
gatcctgcaa
acccggagcet
aggtttagaa
gagtcaggat
ttggagacag
agaggtgatg
gegttetgtg
aggcatttgt
accctgtctt
cttcaaagct
agttgaagtc
ataccattga
aaccaagcag
agaacttacc
gagtaaatgg
cggatcagag
gaggtgagtt
gctatagaat
ctctgagggce
aagcttratcg
aattcgagcet
tcatagceca
accgcccaac
aatagggact
agtacatcaa
gccecgectgg
ctacgtatta
tggatagcgg
tttgttttggy
gacgcaaatg
gaaccgtcag

tgcccatect

cttggtctce
tcecagtttct
gtggccatag
gcagcgtccc
atagatggtc
tcctctecta
atttttcttrt
acgagtctga
gcacagctga
ctgagaaggg
cacctcagag
gagctgaatg
cgagttacac
ttgtcacctg
taaatctggce
ttccatttaa
ttgcgettce
agttgaccge
cctctgettt
tgtacttctg
gaattctgca
ataccggtgg
cggtacccgg
tatatggagt
gaccceccgee
ttccattgac
gtgtatcata
cattatgccce
gtcatcgcta
tttgactcac
caccaaaatc
ggcggtaggc
atccgtegece

ggtcgagetg
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ataatagtaa
ttagtaagtg
ttgaaagcct
tgtggttatc
tgtcgtttgt
tccgaggtac
gtctcttggg
gtaggaagtg
aagcactgtg
ttgctgettt
gtaacttgtt
aatttctcac
caaccaggac
taaatactgt
ctcagtgggt
cgtgtgtgcet
cctctacagg
agttgtccag
atctcccggg
aaaacctgac
gatatccatc
cgcgccaatt
ggatcctgat
tccgegttac
cattgacgtc
gtcaatgggt
tgccaagtac
agtacatgac
ttaccatggt
ggggatttcc
aacgggactt
gtgtacggtg
accatggtga

gacggcgacd

tcctgtggea
aagtttagca
acttactgac
atttcatggg
gcttatgeac
aacttacagt
tgtagattat
ttgtctttgt
gtcaaaagaa
tctgtaggge
tcetttggtt
tcgggagcetg
agaaatcatt
gtgtactgag
gtaactgctt
ggcgttgtgg
acacagaatg
aagcgctttg
ggttttagac
atggccagtg
acactggcgg
gaattaagat
ctaatagtaa
ataacttacg
aataatgacg
ggagtattta
gccccctatt
cttatgggac
gatgcggttt
aagtctccac
tccaaaatgt
ggaggtctat
gcaagggcga
taaacggcca
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cagttagagg
gtcccttetc
tgctgeegtg
ggaaaagtgt
acagatgata
cccagetgta
gccgtagagce
ccaagatgcc
acttcctaaa
cattgggctt
cagtttgtag
gctgaagatg
attttagecca
atgctgtgta
tgttagaact
tgggcggcag
ttcttgggga
gcttcectga
tgagttggga
acagtcacag
ccgctcgage
ctggcccaat
tcaattacgg
gtaaatggcc
tatgttccca
cggtaaactg
gacgtcaatg
Tttcctactt
tggcagtaca
cccattgacg
cgtaacaact
ataagcagag
ggagctgttc

caagttcagc

gcgtgtgceca
ttagtcgegt
ttcactcggg
gcaggttgcec
aacctgtttt
catgtgctac
ccttcgatga
tcactatgct
gatgaccaag
gctctgacta
ctgatggcat
gctactctgg
ccaggtagaa
aacttgggcc
gcatttggga
gtgggatctt
gaagggtcgt
aggcagcgta
tgtggcttct
gtacttgatg
atgcatctag
gggccgtacg
ggtcattagt
cgcctggcetg
tagtaacgcc
cccacttggc
acggtaaatg
ggcagtacat
tcaatgggcg
tcaatgggag
ccgceccatt
ctggtttagt
accggggtag
gtgtccggcg

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



agggcgaggg
agctgecegt
gccgetacce
acgtccagga
tgaagttcga
aggacggcaa
tcatggccga
aggacggcag
ccgtgetget
acgagaagcg
gcatggacga
atttgtagag
taaaatgaat
aagcaatagc
tttgtccaaa
ggtggcgegce
ggctaccggg
ccgetgggea
ggccggtagg
tccectagte
ggaagtagca
ggtaggcctt
gctgggaagg
ccgaaggtec
gttctcctct
acggtgcgcece
ttcgecgact
accgagctgce
gcggacgacg
gtgttcgeceg
caacagatgg
accgtcggeg
ggagtggagg

aacctcccct

cgatgccacc
gccctggecc
cgaccacatg
gcgecaccatce
gggcgacacc
catcctgggg
caagcagaag
cgtgcagctc
gcccgacaac
cgatcacatg
gctgtacaag
gttttacttg
gcaattgttg
atcacaaatt
ctcatcaatg
gcgccaattg
taggggaggc
cttggcgcta
cgccaaccgg
aggaagttcc
cgtctcacta
tggggcageg
ggtgggtccg
tccggaggec
tectcatete
tcgecacceg
accccgcecac
aagaactctt
gcgccgeggt
agatcggccc
aaggcctect
tctcgeccga
cggccgageg
tctacgageg

ES 2 358 680 T3

tacggcaagc
accctcgtga
aagcagcacg
ttcttcaagg
ctggtgaacc
cacaagctgg
aacggcatca
gccgaccact
cactacctga
gtcctgetgg
taaagcggcec
ctttaaaaaa
ttgttaactt
tcacaaataa
tatcttaact
ttaattaaga
gcttttccca
cacaagtggc
ctccgttett
cceeccgeece
gtctcgtgca
gccaatagca
ggggcgggct
cggcattctg
cgggcctttc
cgacgacgtc
gcgeccacacce
ccteacgege
ggcggtctgg
gcgcatggcec
ggcgccgeac
ccaccagggc
c€gccggggtg
gcteggette

tgaccctgaa
ccaccctgac
acttcttcaa
acgacggcaa
gcatcgagct
agtacaacta
aggtgaactt
accagcagaa
gcacccagtc
agttcgtoac
gcgactctag
cctcccacac
gtttattgca
agcatttttt
agagtcgacc
tctggceccaa
aggcagtctg
ctctggccte
tggtggcccc
gcagctcgeg
gatggacagc
gctttgetec
caggggcgag
cacgcttcaa
gaccagctta
cccagggecg
gtcgatcegg
gtcgggctceg
accacgcegg
gagttgagcg
cggcccaagg
aagggtctgg
ccecgecttece

accgtcacceg

36

gttcatctgc
ctacggegtg
gtccgeecatg
ctacaagacc
gaagggcatc
caacagccac
caagatccgc
cacccccatce
cgccctgage
cgcegecggy
atcataatca
ctccecectga
gcttataatg
tcactgcatt
tgcaggcatg
tgggccgtac
gagcatgcgce
gcacacattc
ttcgegecac
tcgtgecagga
accgctgagc
ttcgctttet
ctcaggggceg
aagcgcacgt
ccatgaccga
tacgcacect
accgccacat
acatcggcaa
agagcgtcga
gttcccgget
agccecgegtg
gcagcgceegt
tggagacctc

ccgacgtega

accaccggca
cagtgcttca
cccgaaggct
cgcgccgagg
gacttcaagg
aacgtctata
cacaacatcg
ggcgacggcc
aaagacccca
atcactctcg
gccataccac
acctgaaaca
gttacaaata
ctagttgtgg
caagcttacc
gaattcctta
tttagcagcc
cacatccacc
cttctactece
cgtgacaaat
aatggaagcg
gggctcagag
g99cgggcgce
ctgccgeget
gtacaagccc
cgccgecgeg
cgagcgggtc
ggtgtgggtc
agcgggggcg
ggccgcgceag
gttcctggece
cgtgctcecc
cgcgceecgce

ggtgcccgaa

4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060



ggaccgcgea
cagcgceccga
cgacgcccaa
gcttcggaat
tggagttctt
aaggaacccg
ttgttcataa
cccattgggg
gtgaaggccc
tagtgagggt
tgttatccgce
ggtgcctaat
tcgggaaacc
tatttgttta
ataaatgctt
ccttattcece
gaaagtaaaa
caacagcggt
ttttaaagtt
cggtcgccge
gcatcttacg
taacactgcg
tttgcacaac
agccatacca
caaactatta
ggaggcggat
tgctgataaa
agatggtaag
tgaacgaaat
agactcgcga
gggcgctctt
gcggtatcag
ggaaagaaca

ctggecgtttt

cctggtgeat
ccgaaaggag
cctgccatca
cgttttcegg
cgcccacect
cgctatgacg
acgcggggtt
ccaatacgcc
agggctcgea
taatttcgag
tcacaattcc
gagtgagcta
tgtcgtgeca
tttttctaaa
caataatatt
ttrtttgcgg
gatgctgaag
aagatccttg
ctgctatgtg
atacactatt
gatggcatga
gccaacttac
atgggggatc
aacgacgagc
actggcgaac
aaagttgcag
tctggagecg
ccctcecgta
agacagatcg
cactgcatta
ccgcttecte
ctcactcaaa
tgtgagcaaa

tccatagget

ES 2 358 680 T3

gacccgcaag
cgcacgaccc
cgagatttcg
gacgcecgget
agggggaggc
gcaataaaaa
cggtcccagg
cgcgtttectt
gccaacgtcg
cttggcgtaa
acacaacata
actcacatta
gcatcgcgag
tacattcaaa
gaaaaaggaa
cattttgect
atcagttggg
agagttttcg
gcgcggtatt
ctcagaatga
cagtaagaga
ttctgacaac
atgtaactcg
gtgacaccac
tacttactct
gaccacttct
gtgagcgtgg
tcgtagttat
ctgagatagg
atgaatcggc
gctcactgac
ggcggtaata
aggccagcaa

ccgecceect

cceggtgect
catgcatcgt
attccaccge
ggatgatcct
taactjaaac
gacagaataa
gctggcacte
ccttttcccc
gggcggcagg
tcatggtcat
cgagccggaa
attgcgttgce
cacttttcgg
tatgtatccg
gagtatgagt
tcctgftttt
tgcacgagtg
ccccgaagaa
atcccgtatt
cttggttgag
atrtatgcagt
gatcggagga
ccttgatcgt
gatgcctgta
agcttccegg
gcgctcggec
gtctcgcggt
ctacacgacg
tgcctcactyg
caacgcgegg
tcgctgeget
cggttatcca
aaggccagga

gacgagcatc

37

gacgccegec
agacgaaatg
cgccttctat
ccagcgcggg
acggaaggag
aacgcacggt
tgtcgatacc
accccaccec
cccccagcett
agctgtttcc
gcataaagtg
gctcactgece
ggaaatgtgc
ctcatgagac
attcaacatt
gctcacccag
ggttacatcg
cgttttccaa
gacgceggge
tactcaccag
gctgccataa
ccgaaggagc
tgggaaccgg
gcaatggcaa
caacaattaa
cttccggetg
atcattgcag
gggagtcagg
attaagcatt
ggagaggcayg
cggtcgtteg
cagaatcagg
accgtaaaaa

acaaaaatcg

ccacgacccg
accgaccaag
gaaaggttgg
gatctcatgc
acaataccgg
gttgggtcgt
ccaccgagac
ccaagttcgg
ttgttccett
tgtgtgaaat
taaagcctgg
cgctttecag
gcggaaccec
aataaccctg
tcegtgtege
aaacgctggt
aactggatct
tgatgagcac
aagagcaact
tcacagaaaa
ccatgagtga
taaccgcttt
agctgaatga
caacgttgcyg
tagactggat
gctggtttat
cactggggcce
caactatgga
ggtaactgtc
tttgcgtatt
gctgcggega
ggataacgca
ggcecgegrtg
acgctcaagt

6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100



cagaggtggc
ctcgtgcget
tcgggaagcg
gttcgctcca
tccggtaact
gccactggta
tggtggccta
ccagttacct
agcggtggtt
gatcctttga

<210> 18
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400> 18

cgttgtaaaa
gggccccece
tgtgtggagg
atattacata
tagtctctag
Cctcaaatgag
aggtaaaaga
gtaaagatgc
tttcccattc
ctcttcaact
aaaagagaaa
ttatattatt
tggaaagatt
ttcaaactta
atttttrtcc
tgcagtggceg
tgcctcagcec
ttttgtgttt
gacctgaagt

gaaacccgac
ctcctgttec
tggcgetttce
agctgggctg
atcgtcttga
acaggattag
actacggcta
tcggaaaaag
tttttgtttg
tcttttctac

13827
ADN

Artificial

Vector pCET

cgacggccag
tcgaagttta
aaaataatgc
gtaaactaca
tctgctcacc
acacctaaaa
gccaggttaa
actaaagrrt
actacacgtc
tttttactct
ttaagaaata
atcacattcg
aaaagtcaac
caacccacca
agtctttttt
tgatctcagce
tccagagtag
ttattagaaa

gattcaccag

ES 2 358 680 T3

aggactataa
gaccctgecg
tcatagctca
tgtgcacgaa
gtccaacccg
cagagcgagg
cactagaagg
agttggtagc
caagcagcag

ggggtctgac

agataccagg
cttaccggat
cgctgtaggt
ccecececegtte
gtaagacacg
tatgtaggcg
acagtatttg
tcttgatceg
attacgcgca

gctcagtgga

1015 EGFP

tgaattgraa
aacatttaaa
agattattct
ctccataatt
ttcaactgta
ttcaaagtgt
aaacaaattc
cttactctgt
gatctagtac
ttccattctg
ttcctcttoga
acataaattt
agacaataaa
Ccaaaataat
tttgagacag
tcactgcaac
ctgggattat
cagggtttca
cctgggcectc

tacgactcac
tctagaagct
aattagtgta
ttataaattt
caataaagtc
ctttacattt
taaaaccact
aaatcccttce
tttttccacg
tttttttcce
attttgagca
ttacttctat
ataaaagaat
acaatéaaaa
ggtctcacac
ctccgectec
aggcggatgce
ccatgttgac

ccaaagtgct

38

cgtttececee
acctgtccge
atctcagttc
agcccgaccg
acttatcgec
gtgctacaga
gtatctgcge
gcaaacaaac
gaaaaaaagg

acgaaaactc

tatagggcga
tcaatgtttt
atatctaacc
gactccccag
ttggttcttt
aaagacacct
tagctgcagt
cacttcagga
acaaatrctt
attttttgcet
cattttcaag
atcccagggce
gctttatctt
aacactatct
tcttgtcgec
ccaggttcaa
caccatgccg
caggctggtc
ggcattacag

tggaagctcc
ctttctecct
ggtgtaggtc
ctgcgectta
actggcagca
gttcttgaag
tctgctgaag
caccgcetggt
atctcaagaa

a

attgggtacc
tagcacccte
acattaaaat
ggtaataaac
tgaaatagac
acaggaaagc
taaacatata
aatattccac
caggctctgce
aaaataaaac
gctcaattge
agacaccttc
gttcatttag
ggaaacagtt
caggctggag
gcagttctca
ggctaatttt
tcaaactcct

gcgtgageca

8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8691

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

1020
1080
1140



ctgcgceecgg
cactgcaaca
gtgacaggtc
ccagcececcct
aaatgcagaa
accactagga
ttcctaccac
tattttaatt
tactggtaac
agcaggaaac
aaaaatgggg
ttaatcagaa
atgctattgc
gggcagatca
ttctactaaa
tgggaggctg
atcacgccat
aaaacaaaaa
ccatcccaca
gacatttcaa
gactgcaaaa
ataaaatccc
ctaagtcagg
ttctgccacet
taatagacag
aaagggagaa
actaaggtrt
tggcattcat
aacccagcac
aattaacagc
tttaaagtgg
aggctatcaa
gaatctaatg

cactaacgtg

ccctgtagtc
aacaactatg
ttaggtgaac
tctcaattca
tgaaaacatg
ggttcaatta
ttagaacaaa
ccctaaggtyg
caaattcact
caacgtgaac
aaaattttta
gatcctatgg
cgggggcagt
tctgaggtca
aatacaaaat
aggcaggaga
tgcactctag
acccaaatac
agtaaagcag
gctatgcagg
gggcatttca
ctgaaataca
tgttatgatt
gtacagtaca
aagtgtatca
ggctaacaaa
acaaaaaaaa
aagctagttt
ttttttccaa
acacatatct
ccaacctgtg
ttgcgtgcaa
cagggtaaac

ccctttttag

ES 2 358 680 T3

ttaaaagacc
caggaagtac
ctatgacaga
aatattaatg
gttcaaaatc
aaggacaaga
actataaagc
aaaaaaatcc
ttaaacaggc
cagctctttc
tgagaggatt
gctgagaagg
ggctcatgcc
ggagtttgag
tagccaggca
actgcttgaa
cctggacaac
tatttaaaaa
caagcagaaa
catatgaagt
agctatgcaa
aaaacatgca
ctcattagtc
agaaggtagg
gatacctata
ataaagtcaa
aaaggcagac
caaatgctca
aagtggatga
cacaacacta
atccttcaca
aaacaacttc
agacttaatg

tgtgaaaccc

aagtttacta
ctaaagggtg
ccttgtatce
tcaaaagcat
ctgataccaa
Tttatttttcc
tatcacttca
ttcettectg
attttectrtg
caatggctca
aaaaatggdg
aatccatctt
tgtaatccca
accagcctga
tagtggtgca
cccaggaggc
aagagaaaaa
agataaacct
aaagttaaga
gtgcagacag
gcatataggt
gcaaacacct
aagatacttg
aataatggtg
ctacatgaaa
caataaatac
aaaatgccat
ctattttctt
gtcaaaataa
atgaattttt
aaataaécta
tgttttccag
cagaatctaa

agagagagca

39

attttcactc
atccagagaa
acccccagat
caatgataca
ctgcagggtc
ataatctctg
agagaccaac
gtttctcaag
gtatgacact
agatttccta
gaaaaaaaac
aacatttcat
gcactttggg
ccaacatgga
tgcctgtaat
ttaagttgcg
ctctgtctca
taattgctca
acacctcaag
atatgtaaga
aacacataca
gacgttittg
agtactgggc
ggaggagcaa
aacaaaacag
agaaaatgaa
acagtattca
ttatagtata
atttcccatt
aaaatggaaa
aatacaataa
ggtaaacaga
tgatggcaca

catacaagcc

attttaacaa
gcaagtagta
ggtaaaagcc
gagaaaagat
aactatagag
tagataatat
attacaaatt
agaaagtcta
atttaagaga
tgagaggact
cctgaaatgg
cttaaagcaa
aggccgaggt
gaaaccccegt
cccagctact
gtgagccaag
aaaaaacaca
atcattaaag
gctacagaag
aaggcctcaa
cacacacaaa
gataccattt
ccaaacagct
agacaaactg
ctactgccac
aaggatacac
ttcactacta
tatttgecctt
atttaagtga
gttaagaact
cagaccccaa
atctaatgca
aattaaaaat

aaaaacaaat

1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180



gctttatttt
ttaaatattg
ttaaaaaaac
cccttetygge
aattaaactt
gtaatttgaa
taaattgggc
caaccaacaa
tttctatttg
gccttctttg
cgttittetc
taaatttctc
tccttacata
tttattgcag
atgacacaaa
gcgcacactt
ttatgatgta
cctggtacct
aagtcccatt
accaggcacg
gcaatcccaa
caaaaggaaa
cctcttgeaa
cgcgggtgcec
aacaaaggcc
gcgcggceeac
gctcgeggac
cgtggegetg
tgcgctttgt
gcagtcccce
cgacccteca
ggagcggaga
agctagagag
tgcagcgtct

acctaggaga
tgaaaactgt
ttgtaacatg
tcatatttgce
aatattcttc
agattcaatg
tttaatgaaa
gggctttacc
aagataaaaa
aactagttaa
ttaattttcc
agccacagag
ttttaggttt
acttgaagag
aaaggtaact
tcaaacgtga
Ccttaagtacg
aaaacagctt
tataataaag
attacccaaa
cttggtttct
aaacttaaga
acacccgcetc
cgcccccacc
gcggcacggg
gttaactggc
gcgggaccac
g999aggggg
ctcgaaatgg
cactaactac
ctccttcececg
accgggcececc
aaggaaagcc

ccggeectee

ES 2 358 680 T3

cattaacatt
aactttgaat
acatggctga
gatttcgatc
tatgttttag
acttttgctc
atacttctcc
attttatgta
tcctcagcaa
gacactatta
cctgtaattt
atgcaaagtt
tcattaactt
ctattactag
aaatacaaat
atacaaatcc
tgtcctaacc
cacatggctt
tccatgttcee
caactcacaa
gctcagaaac
tgcttcaacc
ccgacccecg
cgggagcgceg
ggctcaaggg
ggtcgccgea
gcgccgcecect
cgcctececgcce
ggcaaccgtc
cgggctggcec
cagctcccgg
cgggacgegt
accgacttca

gcgcectacag

cacctttacg
ttcatgattt
ataagataaa
attttgttta
agtaagttaa
caacctaggt
agaattctgg
acatttttca
aatccacatt
agccaagcca
acactgggag
atactgtggg
accaatgtag
aaaaatgcat
tctgtttgga
agagtagatc
atgtgagtct
aaaatagggg
atttttaaag
cggtaaagca
cctccctcett
ccgtttcgtg
ccgctgaage
ggcctegtgg
cactgcgcca
gcctcgggac
ccgggaggcc
ggaacgcggy
gccacagctc
gcgegecagg
cgcggggtec
gtggcatctg
ccgectecga

ctcaagccac

40

tgtttaagat
ttatgtgaat
aaaaaaatct
aaaaacaaaa
aacaagataa
gcacaaggta
ggatttaaga
acgctgcaaa
gcactgtcct
gtatctccct
agctgggaaa
gaaaaaaaac
ttttgttgga
gacagttaag
ttccaaccce
tgcgetecta
agaaagactt
accaatgtct
gacaatcctt
ctgtgaatct
tccaatcggt
acactttgaa
ccggegteca
tcagegecatc
caccgcacgc
agccggecgce
caagtctcga
tgggggaggy
cctacceect
ccagccgega
ggcgagaagg
aagcaccacc
gctgetecgg
atccgaaggg

taatgcaatg
attccagggt
agecttttet
cactgcaatg
agtgaccaaa
ccttgttctt
aaaattatgc
aatgtgtgta
tcaaagatta
gtaatgaatt
tatgtggatg
ttgagttaaa
ggccattttt
gtaagtttgc
caagtagaga
cctacattgc
tactggggat
trtccaatct
tcggtttaaa
tctctgttct
aattaaataa
aaaagaatca
gaggcctaag
c¢gcggggaga
gcctacceec
gcgccgecag
ccecagecccg
gagggggaaa
cgagggcaga
ggccaccgec
ggaggggagg
agcgagcgag
gtcgcgggte
ggagggagcc

3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960 .
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220



gggagctgceg
aagggcgggag
aattggggcc
gtggcgeceg
agtctcctca
tccgeccact
gggagttggg
tgtacaccag
ataatttgac
tggggcacgg
gcgtaactgc
gccecteccg
caggggccgg
cattgagcgc
gtacgcattt
ttrtacgcgac
cggcggcage
cgcagagttg
gtgttcgtec
ctgagtccgce
aggcecgtrgg
cggaccaatt
gagcgtacaa
gggggatggg
aggcgggaat
ggcgagcgtt
ctctctcecg
tttccttata
aactattttt
tttgtgagct
cgatgaaatg
cgggtrtgcg
atgcgagccg
taacggtttt

cgcggggecg
cagcgggegce
ctagggggag
gtggtcccca
gcggtggett
tcctegeecg
agcttaaaaa
gggtcagttc
tagaagttga
aaaacaaaaa
agggaccacc
tcggegttaa
gaccctattc
atttacggaa
ggcgtaagot
ggcctgacgt
ggctctageg
tttctecgage
gcggagatct
gatggaggta
cgcctcagtg
cagtagcagt
acagcttecc
gagctttcac
Tcttattecce
tcggegggea
ggaaccgatt
actcttttat
tttttcttct
tggatcttta
gcgcecattge
ggccecggttt
taggacaaag

atctgggtct

ES 2 358 680 T3

€cggggggag
gcgegeggeg
ggcggaggcg
aggggaggga
ttctgcttgg
ccggtgcgag
ctagtacccc
cacagacgceg
ttcgggtgtt
gggaaggcta
tcececgggttg
tttcaaactg
caagaggtag
gtaacgtcgg
ggggcgtaga
agcggaagac
gcagtagcag
agcggcagtt
ctctcatctce
acgggtitga
gaagtcggcc
ggggcttaag
caccctcagc
atggcggacg
tttctaaagc
gcaggtcctc
tggcggcegce
tttcttagtg
cgggctgttt
gagtcctgeg
gttcggaagc
cagagaagat
aaaccatttt

gcagtcagta

gggtggcacc
9999929999
ccgacgaccg
agggggaggc
cagcctcage
ggtgtggaat
tttgggacca
ggccaggggt
tccggaaggg
ctaagatttt
agggggctgg
cgcgacgttt
taactagcag
gtactgtctc
gcctteecge
gcgttagtgg
cagcgecggg
ctcactacag
gctcggetge
aatcaatgag
agccgectec
gtttatgaac
ctcceggege
ctgccceget
acgctgettc
gtgagcgagg
cattttcatg
tgctttctet
tcatatcgtt
cacctcatta
cacaccgaag
atcaccaccc
atgtttttec

aaacgacaga
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gcccacgecg
ccggegeegce
cggcacttac
ggggcgagga
ggctggecgec

cctccagacg

ctttcagcag:

gggtcattgc
gccgagtcaa
tctggcagag
atctccaggce
ctcacctygcec
gactctagcc
tggccgcaag
cattggcgge
gggggaaggt
tcecgtgegg
cgccaggacg
gggaaatcgg
ttattgaaaa
gtgggagaga
ggggtcttga
catttccctt
ggggtgaaag
gggggccacg
ctgcggagcet
gctcgecttce
atcaagaagt
tcgaggtgga
aaggcgctca
agcggggagg
agggcgtcgg
tgtcttrtet
tgaaccgcegg

ggcggccacg
gccecgetgag
cgttcgeggc
cagtgaccgg
aaaaccggac
ctgggggagg
cgaactctcc
ggcgtgaaca
tccgccgagt
gttatcattg
tgcggattaa
ttcgccaagg
ttccgcaatt
ggtgggagga
ggatagggcg
tctagaaaag
aggtgctect
agtccggttc
gctgaagcga
gggcatggcg
ggcaggaaat
gcggaggcct
cactgggggt
tggggcgegyg
gcgtctectc
tccectecec
ctctecagegt
agaagtggtt
tttggagtgt
gccttecect
gggggtgctc
gccgggttca
ttcctttgag

Caaaataaac

5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260



ataaattgga
gggatattcg
actcatttta
ctttatagat
aaaacatggc
tgggcctgag
gttgaacatt
tctttgaccc
taagtttgga
aacttgttat
acaattaaga
tcaaaagact
taatttttac
tttttaggag
gcaattaatg
tagtttgcat
tttttaacct
agctgtgtag
attgttttgt
cgcgccaatt
ggatcctgat
tccgegttac
cattgacgtc
gtcaatgggt
tgccaagtac
agtacatgac
ttaccatggt
ggggattrcc
aacgggactt
gtgtacggtg
accatggtga
gacggcgacg
tacggcaagc

accctcgtga

agccatcggce
cgtcagaatc
agtaatgttg
gattacgagg
ttcagaggct
ccgctctgta
acattgataa
taagcacgtt
taaattgtga
aaatgtacat
ataaaaacta
gctttgtgtce
gagtcatgaa
ttgggagcat
ctgcttgcta
tatgcgtttg
agttaacttt
tacagcatat
gcctgteget
gaattaagat
ctaatagtaa
ataacttacg
aataatgacg
ggagtattta
gcceccctatt
cttatgggac
gatgcggttt
aagtctccac
tccaaaatgt
ggaggtctat
gcaagggcga
taaacggcca
tgaccctgaa

ccaccctgac
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cacgaggggc
ctttactgtt
ttactgagaa
aaagtgaaat
ccttcctgta
tttgaacttt
gcataaggtc
tataaaataa
ggtaagtaat
tatccgtaat
gctgaaaaaa
tcataggagc
aactacagga
gcgaatggag
ggaacaaaaa
tagcagttgg
taagacaggt
aaagatttca
tgccacatgg
ctggcccaat
tcaattacgg
gtaaatggcc
tatgttccca
cggtaaactg
gacgtcaatg
tttcctactt
tggcagtaca
cccattgacg
cgtaacaact
ataagcagag
ggagctgttc
caagttcagc
gttcatctgc
ctacggcgtg

agggacgaag
cttaaggatt
gtttaaccct
aacgattttyg
atgcgtatgg
gttacttttc
tcaagcgaag
cattgtttaa
gagtttttgc
ttcagtttag
tgaaaataac
tagtttgatc
aaaaaaatct
ggagagctcc
ataattgatt
tcctggatat
ttccttaaca
gctctgaggt
ccaatcaagt
gggccgtacg
ggtcattagt
cgcctggcetyg
tagtaacgcc
cccacttggc
acggtaaatg
ggcagtacat
tcaatgggcg
tcaatgggag
ccgececcatt
ctggtttagt
accggogtgg
gtgtccggcg
accaccggca

cagtgcttca
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gtggttttct
ccgtttaagt
tacgggacag
tecttagtta
attgatgtgc
tcattttgtt
ggggtctacc
aatcgatagt
tttttgttag
agataaccta
tatcgtgaca
atttcagtta
gaactgggtt
gtagaactgg
gaaaattacg
cactttctct
ttcataagtg
ttttcctatt
aagcttatcg
aattcgagct
tcatagccca
accgcccaac
aatagggact
agtacatcaa
gceccgectgg
ctacgtatta
tggatagcgg
tttgttttgg
gacgcaaatg
gaaccgtcag
tgcccatcct
agggcgaggg
agctgcccgt

gcegetacce

gggcggggga
tgtagagctg
atccatggac
tacttcgatt
aaaactgttt
tgcaatcttg
tggttatttt
ggacatcggag
tgatttgtaa
tgtgctgacg
agtaaccatt
atttttictt
ttaccactac
gatgagagca
tgtgactttt
cgtttgaggt
cccagaatac
gacttggaaa
ataccggtgg
cggtacccgg
tatatggagt
gacccccgece
ttccattgac
gtgtatcata
cattatgccce
gtcatcgcta
tttgactcac
caccaaaatc
ggcggtaggc
atccgtegece
ggtcgagctg
cgatgccacc
gccctggecce

cgaccacatg

7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300



aagcagcacg
ttcttcaagy
ctggtgaacc
Cacaagctgg
aacggcatca
gccgaccact
cactacctga
gtcctgetagg
taaagcggcec
ctttaaaaaa
ttgttaactt
tcacaaataa
tatcttaact
ttaagatctg
ttcccaaggce
agtggcctct
gttctttggt
cgccccegeag
cgtgcagatg
atagcagctt
cgggctcagg
attctgcacg
cctttcgacc
gacgtcccca
cacaccgtcg
acgcgcgtcg
gtctggacca
atggccgagt
ccgecaccggce
cagggcaagg
ggggtgcccg
ggcttcaccg
cgcaagcccg

cgaccccatg

acttcttcaa
acgacggcaa
gcatcgagct
agtacaacta
aggtgaactt
accagcagaa
gcacccagtc
agttcgtgac
gcgactctag
cctececcacac
gtttattgca
agcatttttt
agagtcgacc
gcccaatggg
agtctggagc
ggcctcgeac
ggccectteg
ctcgegtegt
gacagcaccg
tgctccttcg
ggcgggctca
cttcaaaagc
agcttaccat
gggccgtacg
atccggaccg
ggctcgacat
cgccggagag
tgagcggttc
ccaaggagcc
gtctgggcag
ccttecctgga
tcaccgccga
gtgcctgacg

catcgtagac
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gtccgecatg

ctacaagacc

‘gaagggcatc

caacagccac
caagatccge
cacccccate
cgccctgage
cgccgecegag
atcataatca
ctcceectga
gcttataatg
tcactgcatt
tgcaggcatg
ccgtacgaat
atgcgcttta
acattccaca
cgccaccttc
gcaggacgtg
ctgagcaatg
ctttctgggc
99g9g9cggggc
gcacgtctgc

gaccgagtac

caccctcgee

ccacatcgag
cggcaaggtg
cgtcgaagcg
ccggetggec
cgcgtggrtc
cgcegtegty
gacctccgeg
cgtcgaggtg
ccegeeccac

gaaatgaccg

cccgaaggcet
cgcgccgagg
gacttcaagg
aacgtctata
cacaacatcg
ggcgacggcec
aaagacccca
atcactctcg
gccataccac
acctgaaaca
gttacaaata
ctagttgtag
caagcttacc
tccttagget
gcagcceccgce
tccaccggec
tactcctccc
acaaatggaa
gaagcgggta
tcagaggctg
gggcgeecga
cgcgetgttc
aagcccacgg
gccgegtteg
cgggtcaccg
tgggtcgegg
ggggcggtat
gcgcagcaac
ctggccaccg
ctccceggag
ccccgeaace
cccgaaggac
gacccgeage

accaagcgac
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acgtccagga
tgaagttcga
aggacggcaa
tcatggccga
aggacggcag
ccgtgctget
acgagaagcg
gcatggacga
atttgtagag
taaaatgaat
aagcaatagc
tttgtccaaa
ggtggcgegce
accgggtagg
tgggcacttg
ggtaggcgec
ctagtcagga
gtagcacgtc
ggcctrtggy
ggaaggggtyg
aggtcctccg
tcctettect
tgcgectcge
ccgactaccc
agctgcaaga
acgacggcgce
tcgecgagat
agatggaagg
tcggegtctc
tggaggcggce
tcccctteta
cgcgcacctg
gccecgaccga

gcccaacctg

gcgcaccatc
gggcgacacc
catcctggag
caagcagaag
cgtgcagctc
gceccgacaac
cgatcacatg
gctgtacaag
gttttacttg
gcaattgttg
atcacaaatt
Cctcatcaatg
caattgttaa
ggaggcgcett
gcgctacaca
aaccggcetcc
agttcccccc
tcactagtct
gcagcggcca
ggtccgggag
gaggcccggce
catctccggy
cacccgcgac
cgccacgege
actcttcctc
cgcggtggceg
cggceccgege
cctcctggcy
gcccgaccac
cgagcgcgcece
cgagcggctc
gtgcatgacc
aaggagcgca

ccatcacgag

9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340



atttcgattc
ccggctggat
ggaggctaac
taaaaagaca
cccagggctg
tttcttectt
acgtcggggc
gcgtaatcat
aacatacgag
acattaattg
cgcgagcact
ttcaaatatg
aaggaagagt
ttgccttect
gttgggtgca
ttttecgeceec
ggtattatcc
gaatgacttg
aagagaatta
gacaacgatc
aactcgcctt
caccacgatg
tactctagct
acttctgcgc
gcgtgggtct
agttatctac
gataggtgcc
atcggccaac
actgactcgc
gtaatacggt
cagcaaaagg
cccectgacg
ctataaagat

ctgcegetta

caccgccgcec
gatccteccag
tgaaacacgg
gaataaaacg
gcactctgtc
ttccccaccce
ggcaggcccc
ggtcatagct
ccggaagcat
cgttgcgcetc
tttcggggaa
tatccgctea
atgagtattc
gtttttgctc
cgagtgggtt
gaagaacgtt
cgtattgacg
gttgagtact
tgcagtgctg
ggaggaccga
gatcgttggg
cctgtagcaa
tcccggcaac
tcggeccttc
cgcggtatca
acgacgggga
tcactgatta
gcgcggggay
tgcgctcggt
tatccacaga
ccaggaaccg
agcatcacaa
accaggcgtt

ccggatacct
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ttctatgaaa
cgcggggatc
aaggagacaa
cacggtgttg
gataccccac
caccccccaa
cagcttttgt
gtttcctgtg
aaagtgtaaa
actgcccget
atgtgcgcgg
tgagacaata
aacatttccg
acccagaaac
acatcgaact
ttccaatgat
ccgggcaaga
caccagtcac
ccataaccat
aggagctaac
aaccggagct
tggcaacaac
aattaataga
cggctggcetg
ttgcagcact
gtcaggcaac
agcattggta
aggcggtttg
cgttcggctg
atcaggggat
taaaaaggcc
aaatcgacgc
tcececcctgga

gtccgecettt

ggttgggctt
tcatgétgga
taccggaagg
ggtcgtttgt
cgagacccca
gttcgggtga
tccctttagt
tgaaattgtt
gcctggggtg
ttccagtcgg
aacccctatt
accctgataa
tgtcgecctt
gctgotgaaa
ggatctcaac
gagcactttt
gcaactcggt
agaaaagcat
gagtgataac
cgcttttttg
gaatgaagcc
gttgcgcaaa
ctggatggag
gtttattgct
ggggccagat
tatggatgaa
actgtcagac
cgtattgggce
cggcgagcegg
aacgcaggaa
gcgttgctgg
tcaagtcaga
agctccctcg

ctcecttegg
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cggaatcgtt
gttcttcgece
aacccgcgcet
tcataaacgc
ttggggccaa
aggcccaggg
gagggttaat
atccgctcac
cctaatgagt
gaaacctgtc
tgrrtatttt
atgcttcaat
attccctrtt
gtaaaagatg
agcggtaaga
aaagttctgc
cgccgeatac
cttacggatg
actgcggecca
cacaacatgg
ataccaaacg
ctattaactg
gcggataaag
gataaatctyg
ggtaagccct
cgaaatagac
tcgcgacact
gctcttcegce
tatcagctca
agaacatgtg
cgtttttcca
ggtggcgaaa
tgcgctctec
gaagcgtggc

ttccgggacg
caccctaggyg
atgacggcaa
ggggttcggt
tacgcccgeg
ctcgcagcca
ttcgagettg
aattccacac
gagctaactc
gtgccagcat
tctaaataca
aatattgaaa
ttgcggcatt
ctgaagatca
tccttgagag
tatgtggcgce
actattctca
gcatgacagt
acttacttct
gggatcatgt
acgagcgtga
gcgaactact
ttgcaggacc
gagccggtga
cccgtatcgt
agatcgctga
gcattaatga
ttcctegetce
ctcaaaggcg
agcaaaaggc
taggctccgc
cccgacagga
tgttccgacc

gctttctcat

11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
123120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380



agctcacgcet
cacgaacccc
aacccggtaa
gcgaggtatg
agaaggacag
ggtagctctt
cagcagatta

tctgacgctce

gtaggtatct
ccgttcagec
gacacgactt
taggcggtge
tatttggtat
gatccggcaa
cgcgcagaaa

agtggaacga
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cagttcggtg
cgaccgcetgce
atcgccactg
tacagagttc
ctgegetetg
acaaaccacc
aaaaggatct

aaactca

taggtcgttc
gccttatecg
gcagcagcca
ttgaagtggt
ctgaagccag
gctggrageg
caagaagatc

<210> 19
<211> 8585
<212> ADN
<213>
<220>
<223> Vector pRPS11 1005 EGFP
<400> 19

Artificial

cgttgtaaaa
gggcceeccece
gcccttectce
gtgggtagag
tgcaaaccat
cacccacctg
gggttcacaa
tatttttctg
gctgtgcaga
gaatccttgce
ctgtcctaga
taggaggtca
ctggttcttt
acagactgct
ctatccataa
tacatataat
gctgacctgg
ccactcaaaa
agggctagaa
cctctattac

aaacccatca

cgacggccag
tcgaagttta
cgccgecaac
gggacattag
gggatgaatc
accaagtacc
gtgcacactt
gaggatttta
gaggggcaga
tcacgggata
tggtgttact
ggccatgaca
aaacatcaaa
cttacgaagg
tgaaatctga
cttaaaaatg
aagccaagtc
tgtcaatcta
cggtgaatac
ctggggtggt
aagtgtgggt

tgaattgtaa
attcgcectt
tagggaagtg
agagctgaca
agttgagctt
ctattctgca
ggagcactgc
tgtgctaata
gggcaccagc
ggctttgtig
gtaagtcagc
caaaggctgg
tcctteeggg
atccgagttc
tgccctettce
cttcccatgt
Cttatgcctc
ttttgaaaat
gagaaactga
cacctaaggt

agacgcgcag

tacgactcac
aagacfgttt
gggaccaaag
gcgcaccacc
cagtgttgaa
gctatgaaaa
cttgctcctt
aattatttga
aggtcatctg
ctcaaaagtt
accaagatac
gactaaaggc
ggctggcegag
aaatcccagc
tggagtatct
taaccaccac
cgtgagtgct
atgctttata
cacaagcttt
tagacactca

cctgagatac
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gctccaagcet
gtaactatcg
ctggtaacag
ggcctaacta
ttaccttecgg
gtggtttttt
ctttgatctt

tatagggcga
gcctcatgec
gttccttagg
tgcatgagtt
aatgagtagc
tgagatctgc
ccecagcagac
cttaagtgtg
catggggggc
gcagatatac
aagagcfggt
atttaccacg
atggctcagt
aaccaaatgg
gagaacagct
tagagttttt
ggggttaaaa
ctgttctagc
tgccacctgg
tccacgagta

tgtcaacaaa

gggctgtgtg
tcttgagtec
gattagcaga
cggctacact
aaaaagagtt
tgtttgcaag
ttctacgggg

attgggtacc
tgcctggect
cactgctect
tttattaaag
agggcrgccc
acatgagctg
cacaaagcag
tacgatgtgt
cccttigggt
atcttgggtc
acctggactg
cctgagtett
ggttaagagc
tgcctaacaa
acagtgtact
attacagcta
agatécagca
ccatctgtgc
Ctaaatggtt
gtcaggacat

ggacatgcga

13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13827

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

1020
1080
1140
1200
1260



ccttggtgac
tgctectgac
ccgetetgea
acggcacgcec
cgtgctcctg
tggcggcgta
tgaggataac
cggccctgec
tttagttget
tacgcattag
cgggctctac
cttaacgggt
ggcagagccg
gacctcgtge
cgcagctctg
aaccgggatg
aatgagtgga
gccgtgagtt
acttggggtg
aaggtaggaa
aattctcatc
agaagcgggt
tcggtctagg
ctgccctgea
ccctgggaat
atctaaaccc
gccccttcac
gaagggtggt
tggtcttcag
aaatggagct
ctctccceagyg
acatttaaat
caatgggccg
acggggtcat

gtcggecttt
atcgtatggc
cggccgcttce
ttctcecgecc
aaatctcgeg
cggacagtcc
cccgegtceac
tctecccttte
ttecccccgac
ctgaagcgag
gcagtaatgg
gagggattgt
gggacactgg
gctctacggce
gcctcgatga
acagatccgg
tttgtatgtt
ctgcaggctg
gttggagagc
ggaagaaata
cctacagacg
tctgctggga
cttcaagacg
cgtgtgggag
tgtagtatgg
cactttctta
tggtaacgtc
tctaggttece
atgtcctcta
tcttgggagce
tgtcgtgacg
ctagaagctt
tacgaattcg

tagttcatag
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aataaaagga
agatactctg
tctctggaaa
taagcctcge
agatgatagg
caggaacgcg
ttcecgeeceg
tceggeggec
gctteggtgt
gatgcctgeg
ggtccctggc
ggcgggagga
gtaaagcagg
agggctgcgg
gcttaggcett
cccaccaggce
ttggaggtcc
tggaggtgtt
cctgaccagc
ttgtctctga
gagcgtgett
gaaaccggca
cctaaagagg
cacagccacc
gccctgagge
actttgcagg
tccatccgag
tgcgtccagg
gggcactgct
cccgttcaac
aagatgaaga
atcgataccg
agctcggtac

cccatatatg

agaaaggttg
ctgtaaagcg
ctgaatccca
cgtaccacat
atctteccgce
ggctctecgec
acctcgcgty
gggaagatgg
ggagcgtatc
aatgcctteg
gcttcgggag
gggcatcctg
ttrtttcece
tcccgacctce
gtcttaaact
tcggetacgt
agtctdgctg
agatgggacg
cggttttggce
tttccttgaa
accaaaagca
aggaaaaact
tacaggaccc
ccgccccctt
gtcatccttg
ctattgaggg
gtcggatcct
ggcgcfggca
gagacagcca
tgactcctac
tgcagaggac
gtggcgecgec
ccggggatcec
gagttccgeg
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actattcggt
gttcaccect
gcacgtgttt
gatgcacgtt
cccttagtec
ggaagtacct
gtgaataagg
cggacattca
ccttggcgtc
tctcaggegg
ttggttctta
cggcgeggga
ttgatggaga
gctgtagttt
tgccatcctg
ggacataagc
aaaagctctt
cagtgtgtga
gattggggca
ctttacctgce
gcctacgatce
cccteggtac
tccagecagat
cacagtggct
gttctgttta
tacctacata
gtctggtgag
agtgatgtct
gttgacaaag
ctgctaacac
cattgtcatc
aattgaatta
tgatctaata

ttacataact

cgacgctggc
Ttcttgagac
cccaaccegt
tcctecacat
tccceegtea
cccacctecg
aagccgggag
ggttcgagcy
ctegttgtet
ctcggaaatc
aagctcagag
gtcctgcgge
ctgaggcccg
tcagtgtgag
cctcaacctc
ttgaatcccg
tttgatctca
gctaaactag
aataaggttg
aacctcacca
tttcaaaaca
tacaagaata
gagatccctg
tcccatgggce
ggaagtggta
gacaagaaat
tgggatgttyg
gttctcacga
ctgatgccat
ctttctgtta
caagggcgaa
agatctggcc
gtaatcaatt

tacggtaaat

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



ggcccgectg
cccatagtaa
actgcccact
aatgacggta
acttggcagt
tacatcaatg
gacgtcaatg
aactccgeec
agagctggtt
gttcaccggg
cagcgtgtcc
ctgcaccacc
cgtgcagtac
catgcccgaa
gacccgcegcec
catcgacttc
ccacaacgtc
ccgccacaac
catcggcgac
gagcaaagac
cgggatcact
atcagccata
ctgaacctga
aatggttaca
cattctagtt
catgcaagct
gtacgaattc
gcgctttage
attccacatc
ccaccttcta
aggacgtgac
gagcaatgga
ttctogggctc

99cggggcgg

gctgaccgec
cgccaatagg
tggcagtaca
aatggcccgce
acatctacgt
ggcgtggata
ggagtttgtt
cattgacgca
tagtgaaccg
gtggtgccca
ggcgagggcg
ggcaagctgce
ttcagceget
ggctacgtcc
gaggtgaagt
aaggaggacg
tatatcatgg
atcgaggacyg
ggcccegtge
cccaacgaga
ctcggcatgg
ccacatttgt
aacataaaat
aataaagcaa
gtggtttgtc
taccggtgge
cttaggctac
agccecgetg
caccggcegg
Ctcctccect
aaatggaagt
agcgggtagg
agaggctggg
gcgecccgaag
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caacgacccc
gactttccat
tcaagtgtat
ctggcattat
attagtcatc
gcggtttgac
ttggcaccaa
aatgggcggt
tcagatccgt
tcctggtcga
agggcgatgce
ccgtgeectg
accccgacca
aggagcgcac
tcgagggcega
gcaacatcct
ccgacaagca
gcagcgtgca
tgctgeccga
agcgegatca
acgagctgta
agaggtttta
gaatgcaatt
tagcatcaca
caaactcatc
gcgegegeca
cgggtagggyg
ggcacttggc
taggcgccaa
agtcaggaag
agcacgtctc
ccrttgggge
aagggytggg
gtcctccgga

cgcccattga
tgacgtcaat
catatgccaa
gcccagtaca
gctattacca
tcacggggat
aatcaacggg
aggcgtgtac
cgccaccatg
gctggacggce
cacctacggc
gceccacccte
catgaagcag
catcttcttc
caccctggtg
ggggcacaag
gaagaacggc
gctcgecgac
caaccactac
catggtcctg
caagtaaagc
cttgctttaa
gttgttgtta
aatttcacaa
aatgtatctt
attgttaatt
aggcgetrtt
gctacacaag
ccggcteegt
ttcecceecccg
actagtctcg
agcggccaat
tccgggggeg
ggccecggeat

47

cgtcaataat
gggtggagta
gtacgccccc
tgaccttatg
tggtgatgcg
ttccaagtct
actttccaaa
ggtgggaggt
gtgagcaagg
gacgtaaacg
aagctgaccc
gtgaccaccc
cacgacttct
aaggacgacg
aaccgcatcg
ctggagtaca
atcaaggtga
cactaccagc
ctgagcaccc
ctggagttcg
ggccgcgact
aaaacctccc
acttgtttat
ataaagcatt
aactagagtc
aagatctggc
cccaaggcag
tggcctctgg
tctttggtgg
ccccgeagcet
tgcagatgga
agcagctttg
ggctcagggg
tctgcacgct

gacgtatgtt
tttacggtaa
tattgacgtc
ggactttecct
gttttggcag
ccaccccatt
atgtcgtaac
ctatataagc
gcgaggagct
gccacaagtt
tgaagttcat
tgacctacgg
tcaagtccgc
gcaactacaa
agctgaaggg
actacaacag
acttcaagat
agaacacccc
agtccgecect
tgaccgeege
ctagatcata
acacctcccc
tgcagcttat
tttttcactg
gacctgcagg
ccaatgggcc
tctggageat
cctecgcacac
ccecettegeg
cgcgtcgtge
cagcaccgct
ctccttegcet

cgggctcagg

tcaaaagcgc

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



acgtctgccg
ccgagtacaa
ccctecgecgce
acatcgagcg
gcaaggtgtg
tcgaagcggg
ggctggecgce
cgtggttcct
ccgtegtget
cctcecgegece
tcgaggtgcec
cgccccacga
aatgaccgac
ctatgaaagg
cggggatctc
ggagacaata
cggtgttggg
taccccaccyg
ccccccaagt
gcttttgttc
ttcctgtgtg
agtgtaaagc
tgccecgettt
gtgcgcggaa
agacaataac
catttccgtg
ccagaaacgc
atcgaactgg
ccaatgatga
gggcaagagce
ccagtcacag
ataaccatga
gagctaaccg

ccggagetga

cgctgttctc
gcccacggtg
cgcgttegec
ggtcaccgag
ggtcgcggac
ggeggtgttc
gcagcaacag
ggccacegtce
ccccggagtg
ccgcaacctc
cgaaggaccg
ccegeagege
caagcgacgc
ttgggcttcg
atgctggagt
ccggaaggaa
tecgtttgttce
agaccccatt
tcgggtgaag
cctttagtga
aaattgttat
ctggggtgcc
ccagtcggga
ccecctatttg
cctgataaat
tcgeecttat
tggtgaaagt
atctcaacag
gcacttttaa
aactcggtcyg
aaaagcatct
gtgataacac
cttttttgca

atgaagccat
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ctcttcctca
cgcctegeca
gactaccccg
ctgcaagaac
gacggcgccg
gccgagatcg
atggaaggcc
ggcgtctege
gaggcggeceyg
cccttctacg
cgcacctggt
ccgaccgaaa
ccaacctgcc
gaatcgtttt
tcttecgecca
cccgegetat
ataaacgcgg
ggggccaata
gcccagggcet
gggttaattt
ccgctcacaa
taatgagtga
aacctgtcgt
tttatttttc
gcttcaataa
tcecetttttt
aaaagatgct
cggtaagatc
agttctgcta
ccgcatacac
tacggatggc
tgcggccaac
caacatgggyg

accaaacgac

tCtCnggcc
ccecgcgacga
ccacgcgceca
tcttcctcac
cggtggcggt
gcccgegeat
tcctggegee
ccgaccacca
agcgcgeegg
agcgoctcgg
gcatgacccg
ggagcgcacg
atcacgagat
ccgggacgcec
ccctaggggg
gacggcaata
ggttcggtcc
cgcccgegtt
cgcagccaac
cgagcttggc
ttccacacaa
gctaactcac
gccagcatcg
taaatacatt
tattgaaaaa
gcggcatrtt
gaagatcagt
cttgagagtt
tgtggcgcgg
tattctcaga
atgacagtaa
ttacttftga
gatcatgtaa

gagcgtgaca

48

tttcgaccag
cgtcecccagg
caccgtcgat
gcgegteggg
ctggaccacyg
ggccgagttg
gcaccggccc
gggcaagggt
ggtgcecegec
cttcaccgtc
caagcccggt
accccatgca
ttcgattcca
ggctggatga
aggctaactg
aaaagacaga
cagggctggce
tcttecctttt
gtcggggcgg
gtaatcatgg
catacgagcc
attaattgcg
cgagcacttt
Caaatatgta
ggaagagtat
gccttecctgt
tgggtgcacg
ttcgccccga
tattatcccg
atgacttggt
gagaattatg
caacgatcgg
ctcgeccttga

ccacgatgcc

cttaccatga
gcecgtacgea
ccggaccgec
ctcgacatcg
ccggagagcg
agcggttccc
aaggagcccg
ctgggcageg
ttcctggaga
accgccgacg
gcctgacgec
tcgtagacga
ccgececgectt
tcctecageg
aaacacggaa
ataaaacgca
actctgtcga
ccccacccca
caggccccca
tcatagctgt
ggaagcataa
ttgcgctcac
tcggggaaat
tcegetcatg
gagtattcaa
ttttgctecac
agtgggttac
agaacgtttt
tattgacgcc
tgagtactca
cagtgctgec
aggaccgaag
tcgttgggaa
tgtagcaatg

5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380



gcaacaacgt
ttaatagact
gcrggctggt
gcagcactgg
caggcaacta
cattggtaac
gcggttigeg
ttcggctgeg
caggggataa
aaaaggccgce
atcgacgctc
cccctggaag
ccgectttet
gttcggtgta
accgctgegce
cgccactggce
cagagttctt
gcgctetget
aaaccaccgce
aaggatctca

actca

<210> 20
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400> 20

5546
ADN

cgttgtaaaa
gggccecccce
caattgaatt
ctgatctaat
gttacataac
acgtcaataa
tgggtggagt

agtacgcccc

tgcgcaaact
ggatggaggc
ttattgctga
ggccagatgg
tggatgaacg
tgtcagactc
tattgggcgce
gcgagceggta
cgcaggaaag
gttgctggeg
aagtcagagg
ctccctegtg
ccctteggga
ggtcgttcgce
cttatccggt
agcagccact
gaagtggtgg
gaagccagtt
tggtagcggt
agaagatcct

Artificial

Sector pCET

cgacggccag
tcgaagttta
aagatctggc
agtaatcaat
ttacggtaaa
tgacgtatgt
atttacggta
ctattgacgt
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attaactggc
ggataaagtt
taaatctgga
taagccectec
aaatagacag
gcgacactgce
tcttecgett
tcagctcact
aacatgtgag
tttttccata
tggcgaaacc
cgctctectg
agcgtggegce
tccaagctgg
aactatcgtc
ggtaacagga
cctaactacg
accttcggaa
ggtttttttg
ttgatctttt

gaactactta
gcaggaccac
gccggtgage
cgtatcgtag
atcgctgaga
attaatgaat
cctecgetecac
caaaggcggt
caaaaggcca
ggctccgeec
cgacaggact
ttccgéccct
tttctcatag
gctgtgtgeca
ttgagtccaa
ttagcagagc
gctacactag
aaagagttgg
tttgcaagca
ctacggggtc

1005 EGFP

tgaattgtaa
aacatttaaa
ccaatgggcc
tacggggtca
tggceccgect
tcccatagta
aactgcccac

caatgacggt

tacgactcac
tctagaagct
gtacgaattc
ttagttcata
ggctgaccgce
acgccaatag
ttggcagtac

aaatggcccg

49

ctctagcttc
ttctgcgcetc
gtgggtctcg
ttatctacac
taggtgccte
cggccaacgc
tgactcgctg
aatacggtta
gcaaaaggcc
ccctgacgag
ataaagatac
gccgettacc
ctcacgctgt
cgaacccccc
cccggtaaga
gaggtatgta
aaggacagta
tagctcttga
gcagattacg
tgacgctcag

tatagggcga
tatcgatacc
gagctcggta
gcccatatat
Cccaacgaccc
ggactttcca
atcaagtgta

cctggcatta

ccggcaacaa
ggccctteeg
cggtatcatt
gacggggagt
actgattaag
gcggggagag
cgctcggtceg
tccacagaat
aggaaccgta
catcacaaaa
caggcgttte
ggatacctgt
aggtatctca
gttcagcccg
cacgacttat
ggcggtgcta
tttggtatct
tceggcaaac
cgcagaaaaa

tggaacgaaa

attgggtacc
ggtggcgegce
cccggggatc
ggagttccgc
ccgcecccattg
ttgacgtcaa
tcatatgcca

tgcccagtac

7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8585

60
120
180
240
300
360
420
480



atgaccttat
atggtgatgc
tttccaagtc
gactttccaa
cggtgggagg
ggtgagcaag
cgacgtaaac
caagctgacc
cgtgaccacc
gcacgacttc
caaggacgac
gaaccgcatc
gctggagtac
catcaaggtg
ccactaccag
cctgagcacc
gctggagttc
cggccgcegac
aaaaacctcc
aacttgttta
aataaagcat
taactagagt
taagatctgg
tcccaaggea
gtggcctctg
ttctttggtg
gcccegeage
gtgcagatgg
tagcagcttt
gggctcaggg
ttctgcacgce
ctttcgacca
acgtccccag

acaccgtcga

gggactttcc
ggttttggca
tccaccccat
aatgtcgtaa
tctatataag
ggcgaggagc
ggccacaagt
ctgaagttca
ctgacctacg
ttcaagtccg
ggcaactaca
gagctgaagg
aactacaaca
aacttcaaga
cagaacaccc
cagtccgecc
gtgaccgecceg
tctagatcat
cacacctcec
ttgcagctta
ttttttcact
cgacctgcag
cccaatgggc
gtctggagca
gcctegeaca
gccecttege
tcgegtegty
acagcaccgc
gcteccttege
gcgggctcag
ttcaaaagcg
gcttaccatg
ggccgtacge

‘tccggaccge
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tacttggcag
gtacatcaat
tgacgtcaat
caactccgec
cagagctggt
tgttcaccgg
tcagcgtgtc
tctgcaccac
gcgtgcagtg
ccatgcccga
agacccgegce
gcatcgactt
gccacaacgt
tccgecacaa
ccatcggcga
tgagcaaaga
ccgggatcac
aatcagccat
cctgaacctg
taatggttac
gcattctagt
gcatgcaagc
cgtacgaatt
tgcgctttag
cattccacat
gccaccttet
caggacgtga
tgagcaatgg
tttctgggct
gggcggggcy
cacgtctgcc
accgagtaca
accctcgecg

cacatcgagc

tacatctacg
gggcgtggat
gggagtttgt
ccattgacgc
ttagtgaacc
ggtggtgccc
cggcgaggge
cggcaagcetg
cttcagecge
aggctacgtc
cgaggtgaag
caaggaggac
ctatatcatg
catcgaggac
cggeeeccgtg
ccccaacgag
tctcggeatg
accacatttg
aaacataaaa
aaataaagca
tgtggttigt
ttaccggtgg
ccttaggeta
cagccccget
ccaccggecg
actcctceccc
caaatggaag
aagcgggtag
cagaggctgg
ggcgeccgaa
gcgetgtict
agcccacggt
ccgegttege

gggtcaccga

50

tattagtcat
agcggtttga
tttggcacca
aaatgggcgg
gtcagatccg
atcctggtcg
gagggcgatg
ccegtgecct
taccccgacc
caggagcgca
ttcgagggeg
ggcaacatcc
gccgacaagc
ggcagcgtge
ctgctgcccg
aagcgcgatc
gacgagctgt
tagaggtttt
tgaatgcaat
atagcatcac
ccaaactcat
cgcgegegcec
tcgggtaggg
gggcacttgg
gtaggcgcca
tagtcaggaa
tagcacgtct
gcectttgggg
gaaggggtgg
ggtcctccegg
cctecttectc
gcgcctcgec
cgactacccc

gctgcaagaa

cgctattacc
ctcacgggga
aaatcaacgg
taggcgtgta
tegecaccat
agctggacgg
ccaccfacgg
ggcecacect
acatgaagca
ccatctrtcett
acaccetggt
tggggcacaa
agaagaacgg
agctcgcega
acaaccacta
acatggtcct
acaagtaaag
acttgcttta
tgttgttgtt
aaatttcaca
caatgtatct
aattgttaat
gaggcgcttt
cgctacacaa
accggctecg
gttcceccccec
cactagtctc
cagcggccaa
gtccgggggac
aggcceggcea
atctccggge
acccgcegacg
gccacgegece

ctcttcctca

540

600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520



cgcgcgtcgg
tctggaccac
tggccgagtt
cgcaccggcec
agggcaaggg
gggtgcccgce
gcttcaccgt
gcaagcccgg
gaccccatgc
tttcgattec
cggctggatg
gaggctaact
aaaaagacag
ccagggcetgg
ttcttccttt
cgtcggggcg
cgtaatcatg
acatacgagc
cattaattgc
gcgagcactt
tcaaatatgt
aggaagagta
tgccttectg
ttgggtgcac
tttcgececyg
gtattatccc
aatgacttgg
agagaattat
acaacgatcg
actcgccttg
accacgatgc
actctagcett
cttctgeget
cgtgggtctc

gctcgacatc
gccggagagc
gagcggttcc
caaggagccc
tctgggcagce
cttcctggag
caccgccgac
tgcctgacgc
atcgtagacg
accgccgect
atcctccagce
gaaacacgga
aataaaacgc
cactctgteg
tcececaccec
gcaggecccce
gtcatagctg
cggaagcata
gttgcgctca
ttcggggaaa
atccgctcat
tgagtattca
tttttgctca
gagtgggtta
aagaacgttt
gtattgacgc
ttgagtactc
gcagtgctgc
gaggaccgaa
atcgttggga
ctgtagcaat
cccggcaaca
cggcccttec

gcggtatcat
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ggcaaggtgt
gtcgaagegg
cggctggecg
gcgtggttec
gccgtcgtge
accteccgege
gtcgaggtge
ccgececacg
aaatgaccga
tctatgaaag
gcggggatct
aggagacaat
acggtgttgg
ataccccacc
accccccaag
agcttttgtt
ttrcctgtot
aagtgtaaag
ctgcccgett
tgtgcgegga
gagacaataa
acatttccgt
cccagaaacg
catcgaactg
tccaatgatg
c€gggcaagag
accagtcaca
cataaccatg
ggagctaacc
accggagety
ggcaacaacg
attaatagac

ggctggctgg
tgcagcactg

gggtcgcgga
gggcggtgtt
cgcagcaaca
tggccaccgt
tccecggagt
cccgcaacct
ccgaaggacc
acccgcageg
ccaagcgacyg
gttgggcttc
catgctggag
accggaagga
gtcgtttgtt
gagaccccat
ttcgggtgaa
ccctttagtg
gaaattgtta
cctggggtge
tccagtcggg
acccctattt
ccctgdtaaa
gtcgccecctta
ctggtgaaag
gatctcaaca
agcactttta
caactcggtc
gaaaagcatc
agtgataaca
gcttttttge
aatgaagcca
ttgcgcaaac
tggatggagg
tttattgctg
gggccagatg

51

cgacggcgcc
cgecgagatce
gatggaaggc
cggcgtctcg
ggaggcggcec
ccccttctac
gecgcacctgg
cccgaccgaa
cccaacctge
ggaatcgttt
ttcttcgecc
acccgegeta
cataaacgcg
tggggccaat
ggcccagggc
agggttaatt
tcegetcaca
ctaatgagtg
aaacctgtcg
gtttattttt
tgcttcaata
ttccettttt
taaaagatgc
gcggtaagat
aagttctget
gccgcataca
ttacggatgg
ctgcggccaa
acaacatggg
taccaaacga
tattaactgg
cggataaagt
ataaatctgg

gtaagccctc

gcggtggcgg
ggcccgegea
ctcctggegce
cccgaccacc
gagcgcgecg
gagcggctcg
tgcatgaccc
aggagcgcac
catcacgaga
tccgggacgc
accctagggg
tgacggcaat
gggttcggtc
acgcccegegt
tcgcagccaa
tcgagettgg
attccacaca
agctaactca
tgccagcatc
ctaaatacat
atattgaaaa
tgcggcattt
tgaagatcag
ccttgagagt
atgtggcgcg
ctattctcag
catgacagta
cttacttctg
ggatcatgta
cgagcgtgac
cgaactactt
tgcaggacca
agccggtgag
ccgtatcgta

2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560



gttatctaca
ataggtgcct
tcggecaacy
ctgactcgcet
taatacggtt
agcaaaaggc
cccctgacga
tataaagata
tgccgettac
gctcacgetg
acgaaccccc
acccggtaag
cgaggtatgt
gaaggacagt
gtagctcttg
agcagattac

ctgacgctca

cgacggggag
cactgattaa
cgcggggaga
gcgecteggtc
atccacagaa
caggaaccgt
gcatcacaaa
ccaggegttt
cggatacctg
taggtatctc
cgttcagccce
acacgactta
aggcggtgcet
atttggtatc
atccggcaaa
gcgcagaaaa

gtggaacgaa
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tcaggcaact
gcattggtaa
ggcggtttgc
gttcggctgc
tcaggggata
adaaaggcecg
aatcgacgct
cccecctggaa
tcecgectttce
agttcggtgt
gaccgctgeg
tcgecactgg
acagagttct
tgcgctctgce
caaaccaccg
aaaggatctc

aactca

atggatgaac
ctgtcagact
gtattgggcg
ggcgagcggt
acgcaggaaa
cgttgctgge
caagtcagag
gctcectegt
tccctteggg
aggtcgtteg
ccttatccgg
cagcagccac
tgaagtggtg
tgaagccagt
ctggtagcgg

aagaagatcc

52

gaaatagaca
cgcgacactg
ctcttccgcet
atcagctcac
gaacatgtga
gtttttccat
gtggcgaaac
gcgctctect
aagcgtggeg
ctccaagctg
taactatcgt
tggtaacagg
gcctaactac
taccttcgga
tggttttttt
tttgatcttt

gatcgctgag
cattaatgaa
tcctegetca
tcaaaggcgd
gcaaaaggcc
aggctccgec
ccgacaggac
gttccgaccc
ctttctcata
ggctgtgtgce
cttgagtcca
attagcagag
ggctacacta
aaaagagttg
gtttgcaagce

tctacgggot

4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5546
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REIVINDICACIONES
1. Un polinucledétido aislado que comprende:

a. una isla CpG extendida exenta de metilacidén que
comprende mas de 3000 nucledtidos contiguos desde 1la
regidn promotora de un gen rps3 de mamifero;

b. un promotor heterdlogo; vy

c. una secuencia de a&acidos nucleicos transcribible
adyacente al promotor heterdlogo,
en el que la transcripcidn de dicha secuencia de &acidos
nucleicos transcribible desde dicho promotor heterdlogo se
mejora en presencia de dicha isla CpG extendida exenta de
metilacién con respecto a la transcripcidén en ausencia de
dicha isla CpG extendida exenta de metilacidn.

2. El polinuclebétido segin la reivindicacidén 1, en el
que la isla CpG extendida exenta de metilacidn comprende
adicionalmente uno o varios exones del gen 1rps3 de
mamifero.

3. El polinuclebétido segin la reivindicacidén 1, en el
que el gen rps3 de mamifero es un gen rps3 humano.

4. El polinuclebétido segin la reivindicacidén 1, en el
que el gen rps3 de mamifero es un gen rps3 de roedor.

5. El polinuclebétido segin la reivindicacidén 1, en el
que el gen de roedor es un gen rps3 de ratdn.

6. El polinucledétido segin 1la reivindicacidn 5, dque
comprende la secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 1.

7. El polinuclebétido segin la reivindicacidén 1, en el
que el promotor heterdlogo es un promotor constitutivo.

8. El polinuclebétido segin la reivindicacidén 7, en el
que el promotor constitutivo se selecciona del grupo
constituido por el promotor temprano/inmediato de
citomegalovirus, SV40, EF-la, las LTR del virus del
sarcoma de Rous (RSV), o las LTR del VIH2.

9. El polinucledtido segln la reivindicacidén 10, en el
que el promotor constitutivo es el promotor
temprano/inmediato de citomegalovirus.

10. El1 polinucleétido seglin la reivindicacién 9, en el
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que el promotor constitutivo es un promotor

temprano/inmediato de citomegalovirus en conejillo de

indias.
11. El1 polinucleétido seglin 1la reivindicacién 9, en el
que el promotor constitutivo es un promotor

temprano/inmediato de citomegalovirus en ratdn.

12. El polinucleétido seglin la reivindicacién 1, en el
que el promotor heterdlogo es un promotor especifico de
tejido.

13. El polinucledétido segln la reivindicacidén 12, en el
que el promotor heterdlogo es un promotor selectivo de
tumores.

14. El polinucledétido segln la reivindicacidén 13, en el
que el promotor se selecciona del grupo constituido por
promotores del antigeno carcinoembrionario (CEA), antigeno
prostatico especifico (PSA), ciclooxigenasa-2 (COX-2),
alfa-fetoproteina (AFP), tirosinasa, y 1los promotores
basados en los factores 1-4 de linfocitos T (TCF).

15. El polinucleétido seglin la reivindicacién 1, en el
que el acido nucleico transcribible codifica un
polipéptido seleccionado del grupo constituido por un
anticuerpo, un fragmento funcional de un anticuerpo que se
une a un epitopo, un factor de crecimiento, una citoquina,
una proteina gquinasa, un receptor soluble, un receptor
unido a membrana y un factor de coagulacién sanguineo.

16. Un vector qgue comprende el polinucledtido de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15.

17. El vector segin la reivindicacidén 16, en el que el
vector es un vector de expresidn en eucariotas.

18. Un vector de expresidn en eucariotas que comprende:

a. un elemento que comprende mas de 3000 nucledtidos
contiguos desde la regidén promotora de un gen rps3 de
mamifero;

b. un promotor heterdlogo; vy

c. un sitio de clonacidn mGltiple,

en el que una secuencia de Aacidos nucleicos transcribible
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insertada en el sitio de clonacidén mGltiple puede ser
transcrita desde el promotor heterdlogo y el nivel de
transcripcién se mejora con el elemento.

19. TUna célula hospedadora que comprende el
polinucledtido de una cualquiera de las reivindicaciones 1
a 15 o el vector de la reivindicacidén 16, 17 & 18.

20. La célula hospedadora segin la reivindicacidén 19, en
la que 1las células se seleccionan del grupo constituido
por CHO, NSO, BHK, HelLa, HepG2.

21. Un procedimiento de expresidén de un polipéptido
codificado por un @&cido nucleico transcribible que
comprende la insercidn de un vector de expresidén seglin
cualquiera de las reivindicaciones 16 a 18 en una célula
hospedadora adecuada y el cultivo de la célula hospedadora
en condiciones que permitan la expresidn del polipéptido.
22. Una composicidn farmacéutica que comprende el
polinucledtido segin una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 15, el vector seglin una cualguiera de
las reivindicaciones 16 a 18 o la célula hospedadora segln
una cualquiera de 1las reivindicaciones 19 &6 20, y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

23. Un polinucledtido seglin una cualquiera de 1las
reivindicaciones 1 a 15, el vector seglin una cualguiera de
las reivindicaciones 16 a 18 o la célula hospedadora segln
una cualquiera de las reivindicaciones 19 & 20 para su uso

como medicamento.
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Figura 1.

Rps3 en direccién
directa

Rps3 1005-EGFP

8691 bp

mPGK-PURO-HSV TKpA ':""‘%,;._ Exon 2
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Figura 2

Secuencia RPS11
Exén 1

Isla CpG
Rps11 1005-EGFP

B585 bp

mPGK-PURO-HSV TKpA
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Figura 4.
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Figura 5.
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Figura 6.
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