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DESCRIPCION

Un vector y una linea celular de expresion novedosos para la produccion en masa de una proteina recombinante y
un proceso de produccién de proteina recombinante usando los mismos

Campo técnico

[0001] La presente invencion se refiere a un vector para la produccion en masa de una proteina
recombinante, a una linea celular de expresiéon para producir la proteina recombinante y a un procedimiento de
produccién y purificaciéon de la proteina recombinante usando la linea celular. Mas particularmente, la presente
invencion se refiere a un vector capaz de potenciar en gran medida la eficacia de la amplificacién génica al debilitar
artificialmente un promotor del gen de dihidrofolato reductasa, que es una secuencia de control transcripcional del
gen, a una linea celular animal transformada con el vector y a un procedimiento de expresidon de una proteina de
interés usando la linea celular animal y purificando solo una forma altamente glucosilada de la proteina.

Antecedentes de la técnica

[0002] Se han usado una variedad de vectores y hospedadoras para la produccion en masa de proteinas
recombinantes. Se ha usado ampliamente E. coli, pero tiene una utilidad limitada en la produccién de proteinas que
necesitan glucosilarse o tienen estructuras complicadas. Estos problemas pueden superarse usando células
animales, células de levadura, animales transformados, plantas transformadas y similares.

[0003] La levadura es ventajosa en la produccion en masa de proteinas, pero es bien conocido que la
glucosilacion de levadura es diferente de la glucosilacion humana y que es por tanto altamente inmunogénica
(Hermeling y col., Pharm. Res. 21(6): 897-903 (2004)). No se han comercializado animales transformados debido a
la dificultad en el cuidado y el mantenimiento de los animales y a la potencial contaminaciéon con patégenos
microbioldgicos.

[0004] El uso de lineas celulares animales esta gravado por el alto coste de la producciéon de proteina y el
tiempo y los gastos requeridos para el establecimiento de una linea celular, pero se usa muy comunmente para la
produccién de proteina recombinante porque este sistema produce proteina recombinante de forma muy similar a la
observada en células humanas y posibilita una produccién y mantenimiento de proteina estables. Sin embargo,
cuando se transforman para la produccién de proteina recombinante, la mayoria de lineas celulares animales
exhiben bajos niveles de expresion y por tanto no se han usado todavia para realizar una produccion de alto
rendimiento. La amplificacion génica es la estrategia que se usa rutinariamente para superar los problemas
asociados a los sistemas de expresion de células animales. Los dos sistemas de amplificacion usados ampliamente
son amplificacion basada en dihidrofolato reductasa (DHFR) y amplificacion basada en glutamina sintetasa,
pudiendo ambas aumentar considerablemente el rendimiento de proteina recombinante de las lineas celulares
animales. A pesar de su ventaja de mejorar la produccion de proteina, los sistemas de amplificacién génica tienen
los inconvenientes de que requieren multiples ciclos de amplificacién génica para usar altas concentraciones de
metotrexato (de aqui en adelante, designado simplemente como "MTX"), que consumen tiempo, y el subcultivo a
largo plazo de lineas celulares conduce a una pérdida génica y una expresion inestable.

[0005] Se han realizado muchos intentos por superar los inconvenientes de los sistemas de amplificacion
génica. Por ejemplo, la patente coreana de numero de registro 0162021 emplea un gen de DHFR que se situa bajo
el control de un promotor de SV40 parcialmente eliminado. La patente coreana de ndimero de registro 0493703
describe la introduccién de una mutacién en un promotor de citomegalovirus (CMV) de modo que se altere la
afinidad de la proteina de union a ADN metilada por su secuencia de reconocimiento en el promotor. La patente
coreana de numero de registro 0184778 emplea la region 5 no codificante de una proteina de unién (Bip) a la
cadena pesada de inmunoglobulina como sitio de entrada interno de ribosoma (IRES) para poner un gen de DHFR
bajo el control no de un promotor independiente, sino de una secuencia de control de la transcripcion de una
proteina recombinante de interés.

[0006] La patente coreana de numero de registro 0162021 estaba dirigida al control de la actividad del
promotor de SV40 eliminando de 128 a 270 nucledtidos. Sin embargo, no es conocido exactamente el papel de la
secuencia eliminada, y no se menciona el papel de la secuencia restante. En particular, debido a que esta patente
no muestra que la amplificacidn génica no aumenta mas a concentraciones de MTX mayores de 20 nM en
condiciones que no contengan un control, no proporciona apoyo alguno al cambio de la actividad del promotor de
DHFR y a la expresion optimizada a baja concentracion de MTX. La patente coreana de numero de registro 0493703
pretendia conseguir una amplificacion génica eficaz modificando la secuencia de reconocimiento de proteina de
union a ADN metilada en el promotor de CMV, pero el efecto de amplificacion sobre la expresion es menor que en
otros procedimientos. En la patente coreana de nuimero de registro 0184778, la expresion dependiente de IRES,
realizada en lugar del uso de un promotor independiente, permite la amplificacién génica meramente a niveles de
MTX tan bajos como de varios micromoles (uM) y un aumento de expresion de aproximadamente 30 veces. Por
tanto, la amplificacién del gen de DHFR no puede predecirse a partir de la modificacion de un promotor genérico, y
la aplicacion de un promotor modificado se determinara solo cuando la amplificacion génica se efectie usando
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sustancialmente varias clases de promotores.

[0007] La eritropoyetina humana (EPO), que se ilustra como un ejemplo de proteinas recombinantes de la
presente invencién, es una glucoproteina de aproximadamente 34 kDa, pero la masa molecular de la cadena
peptidica (EPO no glucosilada) es solo de aproximadamente 18 kDa. La EPO se sintetiza en el rifidn en respuesta a
anemia, hipoxia o hemorragia, y estimula la produccion de eritrocitos y mantiene la hemostasia. La EPO esta
presente en aproximadamente 10 a 20 mUI/ml en adultos, y la disfuncidon renal produce una anemia grave
(Jacobson, y col., Nature, 179: 633-634 (1957)). Por tanto, la EPO se ha usado como agente terapéutico para
insuficiencia renal crénica y anemia causada por diversos factores. En el pasado, la EPO se recogia del plasma
sanguineo de animales, o de la sangre u orina de pacientes con anemia aplasica, que producen EPO a niveles
mayores que las personas sanas, pero la EPO se obtiene en forma inestable y con bajo rendimiento. La EPO
urinaria de personas sanas se obtiene a bajas concentraciones, y requiere una gran purificacion porque la orina
contiene un inhibidor de la actividad de la EPO (véanse las patentes de EE.UU. n° 4.397.840, 4.303.650 y
3.865.810). Puesto que es dificil obtener grandes cantidades de EPO de alta pureza a partir de la sangre o la orina,
se han desarrollado procedimientos de preparacion de EPO usando técnicas de recombinaciéon genética. Sin
embargo, puesto que se requiere glucosilacion para la actividad in vivo de la EPO, cuando se clona y expresa un
gen de EPO en E. coli o levadura, la EPO no esta glucosilada en su forma nativa, y por tanto no exhibe su actividad
bioldgica. Por ello, el uso de una linea celular animal recombinante es esencialmente necesario para la produccion
de EPO. En el caso de usar una linea celular animal recombinante, la EPO se produce habitualmente basandose en
un sistema de amplificacion génica de DHFR (Malik y col., DNA and Cell Bio., 6: 453-459 (1992)).

Descripcion de lainvencion
Problema técnico

[0008] Basandose en un estudio previo realizado por Michel Fromm y Paul Berg (J. Mol. Appl. Genet. 1983.
2(1): 127-135), que sugeria que seis secuencias repetidas ricas en GC en una region promotora ligada a un gen
estructural de DHFR son importantes para la actividad transcripcional del promotor, los inventores de esta solicitud
construyeron un vector de expresion para células animales que es mas eficaz en la amplificacidn y expresion génica
eliminando secuencialmente las secuencias ricas en GC, conduciendo asi a la presente invencion.

Solucién técnica

[0009] Es por lo tanto un objeto de la presente invencion proporcionar un vector de expresion que sea mas
eficaz en la amplificacién génica para la produccién de una proteina recombinante en células animales.

[0010] Es otro objeto de la presente invencidon proporcionar una linea celular animal transformada con el
vector de expresion.

[0011] Es un objeto adicional de la presente invencidn proporcionar un procedimiento de produccién en masa
de una proteina recombinante usando la linea celular animal.

Breve descripcion de los dibujos

[0012] La FIG. 1 representa esquematicamente un proceso de construccion de los vectores de expresion
X1GC/dhfr, X3GC/dhfr y X6GC/dhfr, que contienen secuencias ricas en GC completas o truncadas secuencialmente;

[0013] la FIG. 2 representa esquematicamente un proceso de construccion de un vector de expresion
X0GC/dhfr del que se han eliminado todas las seis secuencias ricas en GC;

[0014] la FIG. 3 representa esquematicamente un proceso de clonacion de un gen geEPO en los vectores de
expresion de las FIG. 1y 2;

[0015] las FIG. 4 a 7 muestran los resultados del analisis ELISA de los niveles de expresion de EPO de
lineas celulares transformadas cada una con un vector de expresion segun la presente invencion;

[0016] la FIG. 8 muestra los resultados de la transferencia Western para los niveles de expresion de un gen
de DHFR amplificado;

[0017] la FIG. 9 muestra los resultados del analisis ELISA indirecto para los niveles de expresion de EPO
humana en especimenes de sobrenadante que se recogieron nueve veces durante el cultivo a gran escala de un
clon monocelular XOGC/GEP09647(DXB11), que se selecciona en el ejemplo 6;

[0018] la FIG. 10 muestra los resultados de los analisis de PAGE-SDS vy transferencia Western de EPO
recombinante purificada en el ejemplo 8;

[0019] la FIG. 11 muestra los resultados del enfoque isoeléctrico de la EPO recombinante purificada en el
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ejemplo 4;y

[0020] la FIG. 12 muestra los resultados del enfoque isoeléctrico de EPO expresada cultivando
X1GC/GEP09629(DG44) y XOGC/GEP09603(DG44), que estan completamente asimilados a una condicién exenta
de suero.

Mejor modo de llevar a cabo lainvencién

[0021] Para lograr los objetos anteriores, la presente invencion proporciona un vector de expresion para una
linea celular animal que comprende un promotor del gen de dihidrofolato reductasa (DHFR) del que se han
eliminado algunas secuencias repetidas ricas en GC.

[0022] Como se describe anteriormente, se ha usado ampliamente un sistema de amplificacion génica
basado en DHFR para inducir un alto nivel de expresion de proteinas recombinantes en células animales, pero es
problematico que no garantice la estabilizacion de la linea celular y que consuma tiempo y sea caro debido al uso a
largo plazo de un inhibidor de DHFR a alta concentracion. Los presentes inventores encontraron que un vector de
expresion que alberga un gen DHFR, que esta situado bajo el control de un promotor de DHFR truncado del que se
han eliminado parcial o completamente las secuencias repetidas ricas en GC, es capaz de inducir la expresion del
gen de DHFR y/o un gen recombinante de interés portado por el mismo, a una mayor eficacia y en menor tiempo
incluso a una menor concentracion de inhibidor de DHFR.

[0023] Como se usa en la presente memoria, el término “secuencias repetidas ricas en GC” designa las
secuencias CCGCCC repetidas que estan contenidas en un promotor de DHFR, que es una secuencia de control
transcripcional de DHFR. Cuando las secuencias repetidas se vuelven parcial o totalmente inactivas mediante una
delecion u otras mutaciones, se minimiza la expresion de DHFR. Cuando se afiade un inhibidor de DHFR en un
estado en que se mantiene la expresion de DHFR a niveles minimos, las células amplifican un mayor nimero de
genes de DHFR para su supervivencia y, también, se amplifica y por tanto se expresa a altos niveles un gen
recombinante de interés portado por un vector de expresion que alberga el gen de DHFR.

[0024] Por tanto, en un aspecto detallado de la presente invencion se proporciona un médulo de expresion
inducible para expresion a alto nivel que comprende una secuencia nucleotidica que codifica un gen de dihidrofolato
reductasa (DHFR) que contiene un promotor del que se han eliminado una o mas secuencias CCGCCC repetidas. El
modulo de alta expresion inducible comprende preferiblemente un promotor de DHFR que contiene menos de seis
secuencias CCGCCC repetidas, mas preferiblemente un promotor de DHFR que contiene menos de tres secuencias
CCGCCC repetidas, particularmente preferiblemente un promotor de DHFR que contiene cero o una secuencias
CCGCCC repetidas, y mas particularmente un promotor de DHFR del que se han eliminado todas las secuencias
CCGCCC repetidas.

[0025] La eliminacion de las secuencias CCGCCC repetidas puede conseguirse mediante sustitucion,
delecion o similares de nucledtidos segun una técnica de recombinacion genética ampliamente conocida en la
materia. En la practica de la presente invencion, se eliminan parcial o totalmente las secuencias ricas en GC del
promotor mediante la delecion parcial o completa de una secuencia nucleotidica que contiene las secuencias
CCGcCccC.

[0026] En otro aspecto, la presente invencién proporciona un vector de expresion que comprende el modulo
de alta expresion inducible.

[0027] Como se usa en la presente memoria, el término “vector” significa un vehiculo para introducir un gen
de interés en una célula hospedadora para expresar el gen. Los vectores utiles en la presente invencion incluyen
vectores plasmidicos, vectores cosmidicos, vectores de bacteriéfagos y vectores viricos tales como vectores
adenoviricos, vectores retroviricos y vectores viricos adenoasociados. Se prefieren los vectores plasmidicos.

[0028] Preferiblemente, el vector de expresion puede incluir adicionalmente un gen que codifica una proteina
recombinante de interés. La proteina recombinante de interés puede expresarse a altos niveles expresando el vector
de expresion.

[0029] La proteina recombinante de interés incluye tipicamente polipéptidos fisioldgicamente activos. Dichos
polipéptidos fisiologicamente activos incluyen una variedad de proteinas tales como hormonas, citocinas,
interleucinas, proteinas de unién a interleucina, enzimas, anticuerpos, factores de crecimiento, factores reguladores
de la transcripcion, factores de coagulacion, vacunas, proteinas estructurales, proteinas o receptores de ligando,
antigenos de superficie celular, antagonistas de receptor y derivados y analogos de los mismos.

[0030] Los ejemplos no limitantes detallados de polipéptidos fisiolégicamente activos incluyen hormona de
crecimiento humana, interferones y receptores de interferon, factores estimulantes de colonia, interleucinas,
eritropoyetina, insulina, angiotensina, factor de crecimiento 6seo, factor de linfocitos B, factor de linfocitos T, factores
de crecimiento nervioso, antigenos de superficie celular, anticuerpos monoclonales y antigenos de vacuna derivados
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de virus.

[0031] Los especialistas en la materia seleccionaran facilmente una proteina recombinante capaz de
aplicarse a un sistema de amplificacién génica basado en DHFR usando la tecnologia actual. En la practica preferida
de la presente invencion, la proteina recombinante es eritropoyetina humana.

[0032] La proteina recombinante de interés puede expresarse bajo el control del promotor del gen de DHFR o
bajo el control de un promotor independiente. Preferiblemente, la proteina recombinante de interés puede situarse
bajo el control de un promotor independiente. Dichos promotores incluyen aquellos ampliamente conocidos en la
materia, y los ejemplos no limitantes de dichos promotores incluyen promotor de citomegalovirus (CMV), promotor de
LTR, promotor de EFa, promotor de SV40 y promotor de TK. Los especialistas en la materia seleccionaran
facilmente cualquiera del grupo constituido por los promotores anteriormente mencionados.

[0033] El vector de expresion de la presente invencion, que se proporciona para inducir una alta expresion de
un gen de interés en células animales, puede incluir preferiblemente ademas un gen de resistencia para células
animales, que se usa como marcador seleccionable para la expresion permanente del gen en células animales. Los
ejemplos no limitantes de dichos genes de resistencia para células animales incluyen aquellos usados comunmente
en la materia, tales como el gen de resistencia a neomicina, el gen de resistencia a zeomicina, el gen de resistencia
de higromicina y el gen de resistencia a blastomicina.

[0034] También el vector de expresién de la presente invencién puede incluir adicionalmente, pero sin
limitacion, elementos constituyentes genéricos de un vector, tales como un origen de replicacién y una sefal de
poliadenilacién y otros elementos de control transcripcional.

[0035] En un aspecto adicional, la presente invenciéon proporciona una linea celular transformada con el
vector de expresion.

[0036] En un aspecto detallado, la presente invencidon proporciona lineas celulares de E. coli que se
transforman con un vector de expresion que alberga un moédulo de alta expresiéon inducible que contiene una
secuencia CCGCCC repetida en el promotor de DHFR y otro médulo de alta expresion inducible que no contiene
ninguna secuencia CCGCCC. Se depositaron los transformantes de E. coli en una autoridad depositaria
internacional, el KCTC (Korean Collection for Type Cultures; Genetic Resources Center, Korean Research Institute
of Bioscience and Biotechnology (KRIBB), Yusong-ku, Taejon, Corea) el 2 de octubre de 2006 y se les asignaron los
numeros de acceso KCTC 10991 BP y KCTC 10992 BP, respectivamente. Para inducir la alta expresion de una
proteina recombinante de interés, pueden usarse lineas celulares de E. coli para construir un vector de expresion
que incluya adicionalmente un gen que codifica la proteina recombinante de interés mediante un procedimiento de
clonacién en el vector de expresion que contiene el modulo de alta expresién inducible, aislado de las lineas
celulares, usando una técnica de recombinacién génica.

[0037] En otro aspecto detallado, la presente invencién proporciona una linea celular transformada con el
vector de expresion que incluye adicionalmente un gen que codifica una proteina recombinante de interés.

[0038] En un aspecto preferido, la proteina recombinante de interés tiene que expresarse en células
animales. Con respecto al fin de la presente invencion, los ejemplos de células animales adecuadas para uso en la
presente invencion incluyen, pero sin limitacion, células de carcinoma de ovario de hamster chino (CHO), células de
riidn de mono (COS7), células NSO, células SP2/0, células W138, células de rifion de hamster recién nacido (BHK),
células MDCK, células de mieloma, células HuT 78 y células 293. Los especialistas en la materia pueden seleccionar
facilmente una linea celular animal adecuada para uso en el sistema de amplificacion basado en DHFR segun la
presente invencion.

[0039] En la practica, se usaron células CHO. Se usé detalladamente una linea celular de carcinoma de
ovario de hamster chino deficiente en dihidrofolato reductasa (DHFR) (CHO/dhfr-). Es decir, se transformaron células
CHO deficientes en DHFR con un vector de expresion que porta un gen que codifica eritropoyetina humana
recombinante segun la presente invencion. En las células CHO transformadas, se encontré6 que el gen se
amplificaba a un nimero suficiente de copias incluso a una concentracién de metotrexato menor de 100 nM, e
incluso menor de 50 nM, que era preferible. Por tanto, la presente invencién proporciona dicha linea celular animal.
Se depositaron los transformantes de CHO, que se describiran con detalle en los ejemplos, en el KCTC (Genetic
Resources Center, KRIBB, Yusong-ku, Taejon, Corea) el 2 de octubre de 2006, y se les asignaron los nimeros de
acceso KCTC 10993BP, KCTC 10994BP y KCTC 10995BP.

[0040] En aun otro aspecto, la presente invencidén proporciona un procedimiento de produccion de una
proteina recombinante que comprende transformar una linea celular animal con el vector de expresién para células
animales segun la presente invencion, que incluye un gen que codifica dihidrofolato reductasa (DHFR), que contiene
un promotor del que se han eliminado parcial o totalmente las secuencias ricas en GC y un gen que codifica la
proteina recombinante; y cultivar la linea celular animal transformada.
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[0041] En la presente invencion, “transformacion” en células animales incluye cualquier procedimiento
mediante el que los acidos nucleicos puedan introducirse en organismos, células, tejidos u érganos y, como es
conocido en la materia, puede efectuarse seleccionando técnicas estandar adecuadas segun las lineas celulares
animales. Las células de mamifero que no tienen paredes celulares pueden transformarse usando precipitacion con
fosfato de calcio (Graham y col., 1978, Virology, 52: 456-457). Se describen los procedimientos y rasgos generales
para la transformacién en células hospedadoras de mamifero en la patente de EE.UU. n° 4.399.216.
Detalladamente, se introdujo un vector que expresa una proteina recombinante en células CHO usando
lipofectamina. Las células animales pueden cultivarse en un medio adecuado y en condiciones de cultivo
adecuadas, que son conocidas en la materia. Las condiciones de cultivo pueden ajustarse facilmente por los
especialistas en la materia para ser adecuadas para las lineas celulares animales seleccionadas. El cultivo puede
efectuarse en una suspension o en estado adherente segun los rasgos de crecimiento de las células segun
cualquiera de cultivo discontinuo, cultivo discontinuo en lecho y cultivo continuo. EI medio usado para el cultivo
deberia satisfacer los requisitos de crecimiento de las lineas celulares especificas.

[0042] El medio usado en el cultivo celular animal contiene una variedad de fuentes de carbono, fuentes de
nitrégeno y oligoelementos. Los ejemplos de fuentes de carbono disponibles incluyen carbohidratos tales como
glucosa, sacarosa, lactosa, fructosa, maltosa, almidon y celulosa; grasas tales como aceite de soja, aceite de girasol,
aceite de ricino y aceite de coco; acidos grasos tales como acido palmitico, acido estearico y acido linoleico;
alcoholes tales como glicerol y etanol y acidos organicos tales como acido acético. Estas fuentes de carbono pueden
usarse individualmente o en combinaciones de dos o mas. Los ejemplos de fuentes de nitrégeno disponibles
incluyen fuentes de nitrbgeno organicas tales como peptona, extracto de levadura, extracto de carne, extracto de
malta, licor de maceracién del maiz (CSL) y suero de soja, y fuentes de nitrdgeno inorganicas tales como urea,
sulfato de amonio, cloruro de amonio, fosfato de amonio, carbonato de amonio y nitrato de amonio. Estas fuentes de
nitrégeno pueden usarse individualmente o en combinaciones de dos o mas. El medio puede incluir adicionalmente
aminoacidos, vitaminas, precursores adecuados y similares.

[0043] También el medio puede complementarse con un inhibidor de DHFR, tal como metotrexato. Esto es
debido a que, como se describe anteriormente, la presente invencidon se dirige a establecer eficazmente en un
tiempo corto un sistema mediante el que se amplifica un gen de DHFR portado en un vector y se selecciona
transformando células animales deficientes en DHFR con un vector de expresion segun la presente invencion, y
dosificando a las células un inhibidor de DHFR para amplificar un gen recombinante.

[0044] En una realizacién preferida, se usa preferiblemente un inhibidor de DHFR a una concentracion lo mas
baja posible durante un corto periodo de tiempo con respecto a la estabilidad de las lineas celulares y al coste de
produccién. Es decir, el uso de un inhibidor de DHFR a baja concentracidon asegura la produccién en masa estable
de una proteina de interés y acorta el tiempo necesario para el desarrollo de una linea celular de expresion.
Detalladamente, la presente invencién proporciona un procedimiento de produccién de una proteina recombinante
mediante la transformacién de células CHO deficientes en DHFR con el vector de expresion de proteina
recombinante y dosificando las células con metotrexato menos de 100 nM, y preferiblemente metotrexato menos de
50 nM.

[0045] Cuando se produce eritropoyetina en la linea celular anteriormente mencionada, el procedimiento
puede incluir adicionalmente purificar a gran escala eritropoyetina que tiene un alto contenido de acido sialico, lo que
confiere una actividad biolégica potenciada a la eritropoyetina.

[0046] En una realizaciéon de la presente invencion, se volvieron inactivas las secuencias ricas en GC
contenidas en el promotor de DHFR de modo que se minimizara la expresion de DHFR, y se amplificé entonces el
gen de DHFR mediante la adicién de un inhibidor de DHFR. Se sometieron las células transformadas en que ocurre
la amplificacion génica a dilucion limitante para obtener poblaciones clonales derivadas de células individuales. Se
cultivaron los clones monocelulares asi obtenidos en un medio exento de suero a gran escala para producir
eritropoyetina humana recombinante. Basandose en el hecho de que la eritropoyetina (EPO) que tiene un alto
contenido de acido sialico eluye a una concentracion salina baja y que la EPO que tiene un bajo contenido de acido
sialico eluye a una concentracion salina alta, se aplicé la EPO producida en una columna y se eluyé de la columna
con un gradiente salino creciente. Se encontré que la actividad de la EPO purificada, que tenia un alto contenido de
acido sialico, estaba intacta.

Modo de la invencién

[0047] Puede obtenerse una mejor comprension de la presente invencion mediante los siguientes ejemplos,
que se exponen para ilustrar, pero no se consideran como limites de la presente invencion.

[0048] EJEMPLO 1: Construccién de vectores de expresidon que contienen secuencias ricas en GC
completas o truncadas

[0049] Se prepararon médulos de expresiéon del gen de DHFR de modo que se situara el gen de DHFR bajo
el control de un promotor truncado del que se han eliminado algunas secuencias repetidas ricas en GC como sigue.
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Para amplificar un gen de DHFR, se llevo a cabo una PCR usando un plasmido pSV2-dhfr (ATCC n° 37146) con un

par de cebadores: el cebador dhfr-01 que tiene un sitio Smal (5-GCG CCC GGG ATG GTT CGA CCA TTG AAC
TGC-3’) y el cebador dhfr-02 que tiene un sitio BstBI (5-CAC TTA GAA CCT GTT AGT CTT TCT TCT CGT AGA CLI
3’). Se sometid a electroforesis un producto de PCR de aproximadamente 200 pb en un gel de agarosa al 1% y se
purificé usando un kit de extraccién en gel (QIAGEN, n° de cat. 28706). Se cloné el fragmento de ADN en un vector
pDRIVE (Qiagen) y se sometié a secuenciacion de ADN. La secuenciacién de ADN revel6 que el gen de DHFR
amplificado no tenia errores. Se digirid entonces el plasmido pDRIVE-dhfr con Smal y BstBI para escindir el gen de
DHFR y se someti6 a electroforesis en un gel de agarosa al 1,5%. Se purificé un fragmento del gen de DHFR de
aproximadamente 200 pb usando un kit de extraccion en gel (QIAGEN, n°® de cat. 28706) y se inserté en pcDNA 3.1

(Invitrogen), que se habia predigerido con las mismas enzimas de restriccion. Usando el plasmido pcDNAS3.1-dhfr
resultante como molde, se efectudé una PCR en un estado en que se usaron cebadores que tenian un sitio BamHI y
eran complementarios de diferentes secuencias repetidas ricas en GC, x 1GC (5-TCA GGA TCC ATT CTC CGC
CCC ATG GCT GAC TAA-3’), x 3GC (5'-CAT GGA TCC TAA CTC CGC CCA GTT CCG CCC ATT CT-3') y x 6GC
(5'-CAT GGA TCC CAT AGT CCC GCC CCT AAC TCC GCC C-3) y un cebador que tenia un sitio BamHI y era

complementario de una secuencia sefial de poliadenilacion ligada estructuralmente con el gen de DHFR BISVpAR
(5’-TCA GGA TCC CAG ACA TGA TAA GAT ACA TTG ATG -3’) para obtener dos modulos génicos que contienen

secuencias ricas en GC parcialmente truncadas y un mddulo génico que contiene secuencias ricas en GC

completas. Se insertaron entonces los mddulos génicos en pcDNA 3.1 (Invitrogen), que se habia predigerido con

Bglll. Se seleccionaron clones que tienen la misma orientacién que el promotor de CMV del vector usando
cartografia de restriccion, obteniéndose asi los plasmidos X1GC/dhfr, X3GC/dhfr y X6GC/dhfr. Se obtuvo un gen de
eritropoyetina a partir de ADN gendmico humano y se cloné en cada uno de los plasmidos. Ademas, como control,

se construyé como sigue un vector de expresién que contiene un promotor de DHFR del que se habian eliminado
todas las secuencias ricas en GC.

[0050] Para obtener un gen de DHFR y una secuencia de poliadenilacion virica de SV40, se sintetizaron los
cebadores que contienen un sitio BamHI, X0GC (5-CGA TGG ATC CGA CAT GAT AAG ATA CAT TGA T-3") y
XO0GCRR (5-CGT TGG ATC CAC AGC TCA GGG CTG CGA TTT C-3’). Se llevo a cabo la PCR usando pSV2-dhfr
como molde con los cebadores. Se obtuvo un producto de 1,5 kb, que se extiende desde la secuencia de
poliadenilacion virica de SV40 hasta la regiéon 5 no codificante del gen de DHFR. Se sometié a electroforesis el
fragmento de ADN amplificado en gel de agarosa al 1%, se purificd usando un kit de extraccion en gel (QIAGEN, n°
de cat. 28706) y se inserté en pcDNA 3.1 (Invitrogen), que se habia predigerido con Bglll. Se seleccioné un clon en
que el gen de DHFR tenia la orientacion opuesta a la del promotor de CMV usando cartografia de restriccion. Se
digiri6 el sitio de multiclonacion del vector con Ndel y Dralll para eliminar algunos sitios de reconocimiento de enzima
de restriccion, se insertd el fragmento génico escindido en pRcCMV (Invitrogen) y se predigirid con las mismas

enzimas de restriccion, obteniendo asi el vector XOGC/dhfr.

[0051] Los procedimientos de clonacién se muestran esquematicamente en las FIG. 1y 2.

[0052] EJEMPLO 2: Clonacion del gen cepo

[0053] Se digirié un plasmido pCl-neo/gEPO con Xhol y EcoRl, se rellen6 con el fragmento Klenow de una

ADN polimerasa | en sus extremos cohesivos para generar extremos romos y se someti6 a electroforesis en gel de
agarosa al 0,7%. Se purificd un fragmento de ADN de aproximadamente 2,2 kb, correspondiente al gen de EPO
humano gendmico, usando un kit de extraccion en gel (QIAGEN, n° de cat. 28706). Se digiri6 un vector pRcCMV
(Invitrogen) con EcoRV y se purificd usando un kit de purificacion (QIAGEN, n° de cat. 28106). Se lig6 el gen de EPO
genomico en el sitio EcoRV del vector. Se selecciond un clon en que el gen de EPO tenia la misma orientaciéon que
el promotor de CMV usando cartografia de restriccion. Se digirieron los vectores X0GC/dhfr, x1GC/dhfr, x3GC/dhfr y
x6GC/dhfr preparados en el ejemplo 1 con BamHI y Xhol, se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 0,7% y
se purificaron usando un kit de extraccion en gel (QIAGEN, n° de cat. 28706). Segun el mismo procedimiento, se
purifico el fragmento del gen de EPO gendmico, clonado en pRcCMV, y se insertd en los sitios BamHI/Xhol del sitio
de multiclonacién de los vectores xO0GC/dhfr, x1GC/dhfr, x3GC/dhfr y x6GC/dhfr. Se confirmé que los vectores asi
obtenidos no tenian errores mediante secuenciacion de ADN, y se designaron XO0GC/GEPO, X1GC/GEPO,
X3GC/GEPO y X6GC/GEPO, respectivamente. Se muestra esquematicamente el procedimiento de clonacién en la
FIG. 3 y se muestra cada secuencia nucleotidica final en la lista de secuencias acompafante.

[0054] EJEMPLO 3: Transformaciéon de células CHO deficientes en DHFR

[0055] Se subcultivaron células CHO deficientes en DHFR (cepas CHO/DXB11 y CHO/DG44) en medio
DMEM/F12 (Welgene, n® de cat. LM002-04) complementado con 10% de suero bovino fetal (Welgene, n° de cat.
S101-01) y 1% de penicilina-estreptomicina (Gibco, n° de cat. 15140-122) en una incubadora con 5% de CO; a 37°C.
Para transformar las células CHO deficientes en DHFR con los plasmidos XOGC/GEPO, X1GC/GEPO, X3GC/GEPO
y X6GC/GEPO, se sembraron 1 x 10° células en discos de cultivo de 6 cm, se cultivaron durante 24 horas en
incubadora con 5% de CO, a 37°C y se lavaron con medio Opti-MEM (Gibco, n° de cat. 31985-070) dos veces. Se
mezclé 1 ml de reactivo Lipofectamine™ (Invitrogen, n° de cat. 18324-020) con 10 ug de cada ADN plasmidico en 1
ml de Opti-MEM y se dejo reposar a temperatura ambiente durante 20 min. Se depositaron los complejos de ADN[]
lipofectamina en las células CHO deficientes en DHFR preparadas y se cultivaron las células durante 18 h en una
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incubadora con 5% de CO, a 37°C. Se intercambié entonces el medio por medio DMEM/F12 complementado con
10% de FBS y 1% de penicilina-estreptomicina y se cultivaron adicionalmente las células durante 48 horas. Para
seleccionar las células transformadas, se trataron las células con tripsina-EDTA al 0,5% (Gibco., n® de cat. 154000
054), se recogieron mediante centrifugacion y se sembraron en un matraz de cultivo T25 que contenia medio de
seleccion a-MEM (Welgene, n° de cat. LM008-02), complementado con 10% de FBS dializado (Welgene) y 1% de
penicilina-estreptomicina y geneticina 800 pg/ml (Mediatech, n° de cat. 61-234 RG). Se dejaron crecer las células en
una incubadora con 5% de CO, a 37°C hasta que alcanzaron més de un 90% de confluencia. Se continud la
seleccion de células transformadas usando la misma concentracion de geneticina y en las mismas condiciones de
cultivo. Cuando se elimind un niumero mayor de secuencias repetidas ricas en GC, se seleccionaron las células

transformadas mas rapidamente. No se observé una diferencia significativa entre las cepas de CHO deficientes en
DHFR.

[0056] EJEMPLO 4: Seleccion de lineas celulares recombinantes y amplificacion del gen de EPO

[0057] Para aumentar los niveles de expresion de EPO en las células transformadas (cepa CHO/DXB 11 o

cepa CHO/DG44) seleccionadas usando geneticina, se sembraron 2 x 10* células en una placa de 24 pocillos que
contenia el mismo medio de seleccion que se describe anteriormente, complementado con metotrexato 20 nM (MTX,
Sigma, n° de cat. M-8407), y se cultivaron durante dos semanas en una incubadora con 5% de CO, a 37°C. Para
seleccionar las células transformadas que expresan EPO a altos niveles, cuando las células alcanzaron un 100% de
confluencia, se lavaron con PBS (Welgene, n°® de cat. LB 001-02) dos veces y se afhadieron 200 ul de un medio de
produccién de EPO, CHO-A-SFM (Gibco, n® de cat. 05-5072EF), a cada pocillo. Después de cultivar las células
durante 24 horas, se recogieron los sobrenadantes de cultivo y se analizaron usando un kit EPO ELISA (R&D
Systems, n° de cat. DEP0O). Ademas, se cultivaron las células transformadas durante dos semanas en el medio de
seleccion complementado con MTX 30 nM, y se midieron los niveles de expresion de EPO de las células
transformadas usando un kit ELISA (ensayo de inmunosorcion ligado a enzima) (R&D Systems, n° de cat. DEP0O).
Como se muestra en las FIG. 4 a 7, los plasmidos XOGC/GEPO y X1GC/GEPO exhibieron los niveles de expresion
de EPO mayores a las mismas concentraciones de MTX, seguidos por X3GC/GEPO y X6GC/GEPO. Estos
resultados indican que la eliminacién de un mayor nimero de secuencias repetidas ricas en GC aumenta la
amplificacion génica a la misma concentracion de MTX. Ademas, se encontré que XO0GC/GEPO, del que se
eliminaron todas las secuencias repetidas ricas en GC, era eficaz en la amplificacién génica. Por tanto, se encontré
que la amplificacidon génica se maximizaba cuando las secuencias repetidas ricas en GC estaban presentes en un
numero minimo. Ademas, cuando la concentracion de MTX se aumentaba a 40 nM a 60 nM en el medio de
seleccién para determinar la concentracion de MTX que maximizaba la expresion génica, no se observo un aumento
significativo de la expresion génica o del contenido de isdmero acido. Basandose en estos resultados, se sometieron

dos cepas de CHO transformadas con XOGC/GEPO y X1GC/GEPO a dilucién limitante, como se describe en el
ejemplo 6.

[0058] EJEMPLO 5: Evaluacién de la amplificacién génica de DHFR

[0059] Se lavaron las células transformadas obtenidas en el ejemplo 4 con D-PBS una vez, se separaron de

un matraz de cultivo usando tripsina-EDTA y se centrifugaron durante 3 min a 1.000 rpm. Se lavaron las células
recogidas con D-PBS una vez y se contaron usando un hemacitometro (Incyto). Después de centrifugar 3 x 10°
células, se suspendié el sedimento celular en 1,5 ml de tampodn de lisis celular (PBS, EDTA 5 mM, 1% de NP-40), se
desestabilizé a 4°C durante 30 min y se centrifugd a 12.000 rpm durante 10 min obteniéndose el sobrenadante.

[0060] Se mezclaron 20 pl de cada lisado celular, y un lisado celular de CHO/dhfr- como control negativo, con
10 pl de tampo6n de muestra, se hirvieron a 100°C durante 5 min y se cargaron en un gel de PAGE-SDS al 12,5%.
Como control positivo, se mezclaron 20 ng a 100 ng de dihidrofolato reductasa (Sigma, n° de cat. D6566) con el
tampon de muestra y se cargaron en el gel de PAGE-SDS. Se someti6 el gel a electroforeis a 30 mA. Se dispuso
entonces el gel en una membrana de PVDF vy se situ6 entre dos papeles de filiro Whatman 3M. Se transfirieron las
proteinas a la membrana de PVDF durante 1 hora a 90 mA usando una unidad de transferencia Hoefer Semi-Phor
Semi-Dry. Se sonded entonces la transferencia con anticuerpo de ratéon anti-DHFR (diluido 1:500, BD Biosciences,
n° de cat. 610697) en 10 ml de TBS-T que contiene leche desnatada al 0,5% durante 1 h con agitacion suave. Se
lavo la transferencia con TBS-T 5 veces durante 10 min cada vez, y se incubd con anticuerpo anti-ratén conjugado
con peroxidasa de rabano picante (diluido 1:3000, Amersham Biosciences, n° de cat. RPN2108) en 10 ml de TBS-T
que contiene leche desnatada al 0,5% durante 1 h con agitacion suave. Después de lavar la transferencia con TBS-T
5 veces durante 10 min cada vez, se mezclaron los reactivos de deteccion 1 y 2 de un sistema de analisis de
transferencia Western ECL (Amersham Biosciences, n° de cat. RPN2108) a una relacion 1:1, se afiadieron a la
transferencia y se dejaron reaccionar durante 1 min. Se expuso la transferencia a una pelicula de rayos X y se reveld
la pelicula. Se muestran los resultados de la transferencia Western en la FIG. 9. Como se muestra en la FIG. 9, las
células transformadas exhibian una expresién génica de DHFR aumentada. Las células transformadas con
XO0GC/GEPO y X1GC/GEPO exhibian mayor expresién de DHFR a la misma densidad celular.

[0061] EJEMPLO 6: Aislamiento y seleccion de clones monocelulares

[0062] Se transfirieron células transformadas con XOGC/GEPO y X1GC/GEPO, que se encontrd que tenian la
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mayor expresion de EPO en el ejemplo 4, a placas de cultivo de 6 pocillos. Para aislar clones monocelulares, se
efectud una dilucion limitante para alcanzar una densidad de 0,5 células por pocillo de una placa de 96 pocillos
usando el medio de seleccidon complementado con metotrexato, y se sembraron las células en la placa. Se incubd la
placa de 96 pocillos durante aproximadamente dos o tres semanas en una incubadora con 5% de CO; a 37°C. Se
seleccionaron los pocillos que contienen colonias individuales y se transfirieron las colonias individuales a placas de
24 pocillos y se dejaron crecer. Se midieron los niveles de expresion de EPO usando ELISA indirecta como se
describe en el ejemplo 4.

[0063] Finalmente, se aislaron como clones monocelulares los clones XO0GC/GEP09647(DXB11),
X1GC/GEP09629(DG44) y XO0GC/GEP09603, que mostraron altos niveles de expresion y una alta relacién de
isdmero acido respecto a los dimeros de enfoque isoeléctrico, y se ensayaron entonces los niveles de expresion y
patrones diméricos de enfoque isoeléctrico.

[0064] Se encontrd que el clon XOGC/GEP09647(DXB11) tenia un nivel de expresion de aproximadamente
80 pg/106 células/dia. Estos resultados indican que XOGC/GEPO o X1GC/GEPO posibilitan el establecimiento de
una linea celular de alta expresion solo mediante una amplificacién génica de dos etapas, facilitando asi el
establecimiento de un clon monocelular para la produccién de proteina con cultivo de bajo pase.

[0065] EJEMPLO 7: Cultivo a gran escala de clones monocelulares

[0066] Para la produccion en masa de EPO humana, se subcultivé el clon XOGC/GEP0O9647(DXB 11), entre
los clones monocelulares seleccionados en el ejemplo 6, en un matraz T-175 y se propagd por etapas hasta 120
matraces T-175. Se sembraron 8 Cell Factories (Nunc, n° de cat. 170009) con aproximadamente 2,5 X 10® células
por Cell Factory y se incubaron en una incubadora con 5% de CO; a 37°C durante aproximadamente 48 h. Después
de lavar cada Cell Factory con 1 | de tampodn fosfato dos veces, se realimentaron las células con 1 | de medio de
produccién en masa de EPO CHO-A-SFM (Gibco, n°® de formula 05-5072EF), complementado con butirato de sodio
0,3 mM (Sigma, n° de cat. B-5887) y se cultivaron en una incubadora con 5% de CO, a 33°C. Se recogieron los
sobrenadantes de cultivo que contenian EPO expresada nueve veces cada dos dias. Se eliminaron los sélidos en
suspension incluyendo desechos celulares de los sobrenadantes de cultivo usando una centrifuga y un filtro de 0,2
um. Se ensayaron entonces los niveles de expresion de EPO en los sobrenadantes de cultivo usando ELISA
indirecto y el contenido de dimero de enfoque isoeléctrico acido usando el enfoque isoeléctrico. Como se muestra en
la FIG. 10, se encontr6 que el clon expresaba EPO a un alto nivel de 40-50 mg/l incluso en cultivo a gran escala. Se
encontrd que la EPO expresada tenia un alto contenido de los isémeros n° 6 a 8, que son indicativos de un alto
contenido de acido salico, a pesar de no haberse sometido a un proceso de purificacion.

[0067] EJEMPLO 8: Aislamiento y purificacion de EPO humana que tiene un alto contenido de acido sialico

[0068] Se centrifugaron los sobrenadantes celulares preparados en el ejemplo 7 a 7.000 rpm usando una
centrifuga Beckman XL-90 equipada con un rotor JLA-8.1000 para eliminar las sustancias en suspension. Se
recuperé el sobrenadante de centrifugacion y se paso a través de un filtro de 0,2 um y entonces a través de una
membrana de ultrafiltracién para concentrarlo a 1/10 de volumen. Se mezclé el concentrado con un volumen igual de
fosfato de sodio 20 mM (pH 7,4) y se cargé en una columna Blue FF (Amersham), que se habia preequilibrado con
fosfato de sodio 20 mM (pH 7,4). Se lavd la columna con 5 volumenes de columna de fosfato de sodio 20 mM (pH
7,4). Se eluyé la EPO de la columna con dos volumenes de columna de un gradiente lineal de tampoén B (fosfato de
sodio 20 mM, pH 7,4) mas NaCl 2 M.

[0069] Se combinaron las fracciones principales que contienen EPO, se desalaron en una columna Sephadex
G-25 en fosfato de sodio 20 mM, pH 5,4, y se cargaron en una columna SP HP (Amersham), preequilibrada con
fosfato de sodio 20 mM, pH 5,4. Se lavo la columna con 5 volimenes de columna de fosfato de sodio 20 mM, pH
5,4. Se eluyo la EPO de la columna con 12 volimenes de columna de un gradiente lineal de tampén B (fosfato de
sodio 20 mM, pH 7,4) mas NaCl 1 M. Basandose en el hecho de que la EPO que tiene un alto contenido de acido
sialico se eluye a una baja concentracion salina, y que la EPO que tiene un bajo contenido de acido sialico se eluye
a una alta concentracién salina, se excluyeron las fracciones eluidas con altas concentraciones salinas, que dan
cuenta de un 30% de las fracciones totales, y se recogieron las fracciones restantes. Se combinaron las fracciones
de EPO purificada usando la columna SP HP, se desalaron en una columna Sephadex G25 en Tris 10 mM, pH 7,5, y
se cargaron en una columna Source 15 Q (Amersham), preequilibrada con Tris 10 mM, pH 7,5. Se eluyé la EPO de
la columna con 6 volumenes de columna de un gradiente lineal de tampén B (Tris 10 mM, pH 7,5) mas NaCl 0,25 M.
Se recogieron mas de 15 fracciones que contenian EPO. Se analizé la distribucion de isémeros cargados en cada
fraccion usando PAGE-SDS, enfoque isoeléctrico y electroforesis en zona capilar (CZE). Se combinaron finalmente
las fracciones que contienen EPO que tiene 10 restos de acido sidlico y no contienen impurezas con las fracciones
de alta salinidad. Mediante el procedimiento de purificacion, se produjo EPO humana recombinante que contenia
mas de 10 moles de acido sidlico a un rendimiento de aproximadamente 20 pug/ml.

[0070] EJEMPLO 9: Evaluacion de las propiedades de la EPO

[0071] 1) PAGE-SDS y transferencia Western
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[0072] Se sometid a electroforesis la EPO recombinante purificada en el ejemplo 8 en dos geles de PAGEL
SDS al 12%. Se tifié un gel con azul brillante de Coomasie y se destifid. Se puso el otro gel en una membrana de
PVDF (Roche) usando una unidad de transferencia Semi-Dry. Se sonded entonces la transferencia con un
anticuerpo anti-EPO humana (diluido 1:5.000, R& D Systems, n° de cat. AB-286-NA). Se lavé la transferencia y se
incub6 con anticuerpo de conejo anti-ratén conjugado con fosfatasa alcalina (Amersham, n° de cat. NA934V). Se
lavé suficientemente la transferencia con Tween 20 al 0,5% en tampon fosfato y se traté con los reactivos de
deteccion de transferencia Western Amersham ECL (n° de cat. RPN2108). Se expuso la transferencia a una pelicula
en sala oscura y se revelo la pelicula usando un revelador automatico. Se encontré que eran EPO bandas en el gel
de PAGE-SDS, y resultaron bandas de EPO de diferentes tamafos por el grado de glucosilaciéon de la EPO (véase
la FIG. 10).

[0073] 2) Enfoque isoeléctrico (IEF)

[0074] Se mezclaron el concentrado de sobrenadante de cultivo y la EPO recombinante purificada en el
ejemplo 4 con un tampon de muestra (Invitrogen, n® de cat. LC5371) a una relacién 1:1, y se cargaron en un gel de
enfoque isoeléctrico (Invitrogen, n® de cat. EC6655B) junto con hEPO recombinante BRP (European Pharmacopoeia
Comission, n° de cat. E1515000) y un marcador estandar de IEF. Se inici6é el enfoque isoeléctrico a un voltaje bajo y
se llevd a cabo entonces a un voltaje alto. Se fij6 el gel de IEF con una disolucién fijadora que contenia 12% de TCA
y 3% de acido sulfosalicilico durante 30 min con agitacion suave, y se tifi6 con azul brillante de Coomasie R250
(Amresco, n° de cat. 6104-59-2). Se observo EPO a los puntos isoeléctricos de la misma (véase la FIG. 11).

[0075] 3) Evaluacion de la valoracion y actividad usando células TF-1

[0076] Se cultivaron células TF-1 (ATCC, n° de cat. CRL-2003) en RPMI 1640 (Welgene, n° de cat. LM 011[]
03) complementado con 10% de FBS, B-mercaptoetanol 10 uM, transferrina 20 uyg/ml y GM-CSF 12 ng/ml, y se
recogieron mediante centrifugacion a 1.000 rpm durante 5 min. Se lavaron entonces las células TF-1 con tampon
fosfato dos veces, y se lavaron una vez con un medio de ensayo que contenia 2% de FBS, transferrina 100 ug/ml,
suero bovino exento de proteasa 2 mg/ml y 1% de penicilina-estreptomicina. Se afiadieron 50 pl del medio de
ensayo a cada pocillo de una placa de 96 pocillos. Se afiadieron 25 pl de una muestra y un patrén a un primer pocillo
y se diluy6 en serie tres veces hasta una concentracion final de 1 pg/ml. Se afiadieron las células TF-1, lavadas con
el medio de ensayo, a cada pocillo a una densidad de 2 x 10*/50 pl/pocillo. Después de incubar la placa en una
incubadora con 5% de CO, a 37°C durante aproximadamente 72 h, se afadieron 20 pl de reactivo CellTiter One
Solution (Promega, n° de cat. G4102) a cada pocillo. Se incub6 la placa en una incubadora con 5% de CO; a 37°C
durante 4 h para el desarrollo del color. Después de agitar bien la placa, se midi6 la absorbancia a 490 nm usando
un lector ELISA (Molecular Dynamics). No se observé una diferencia notable entre la actividad de la EPO
recombinante expresada por XOGC/GEPO y la de la forma patrén.

[0077] EJEMPLO 10: Adaptacién de clones monocelulares a medio exento de suero

[0078] Se cultivaron cepas X1GC/GEPO09629(DG44) y XOGC/GEP09603(DG44) para alcanzar mas de un
90% de confluencia en dos matraces T-175 que contenian medio de seleccion, a-MEM (Welgene, n° de cat. LMOO8[]
02) completado con 10% de suero bovino fetal dializado), 1% de penicilina-estreptomicina y geneticina 800 pg/ml
(Mediatech, n° de cat. 61-234 RG). Se separaron las células con 0,5% de tripsina (Gibco, n° de cat. 15400-054) y se
centrifugaron. Se suspendié el sedimento celular en medio EX-CELL CD CHO de JRH (n° de cat. 14360)
complementado con glutamina 8 mM. Se dispuso la suspension celular en medio exento de suero en un matraz T}
175 y se someti6 a cultivo estacionario en una incubadora de CO,. Después de 3 dias, se recogieron las células en
suspensién mediante centrifugacion y se transfirieron a un matraz T-25, seguido de cultivo estacionario. Después de
9 dias, se recogieron de nuevo las células en suspension y se ensayaron el numero de células, la velocidad de
crecimiento y la viabilidad. Se repitioé este procedimiento hasta que ocurrié la divisién celular en aproximadamente 24
horas y la viabilidad celular alcanzé mas de un 80%. Para determinar los patrones de expresion de las células
XO0GC/GEPO9603(DG44) y X1GC/GEP09629(DG44) asimiladas completamente a la condiciéon sin suero, se
inocularon 1,0 x 10° células/ml en un matraz de agitacion de 500 ml (Bellco) que contenia 200 ml de medio de cultivo
y se cultivaron con agitacion a 50 rpm. Después de 7 dias, se intercambiaron 100 ml del medio por medio reciente y
se cultivaron las células a 33°C. Se recogieron los sobrenadantes de cultivo a intervalos de 24 h y se ensayo el
contenido de isdomero acido de la EPO expresada. Como se muestra en la FIG. 12, las células
XO0GC/GEPO9603(DG44) y X1GC/GEP09629(DG44), completamente asimiladas a una condicién exenta de suero,
exhibian perfiles de enfoque isoeléctrico similares a los de la EPO convencional producida en una Cell Factory.

Aplicabilidad industrial

[0079] Como se describe a continuacién en la presente memoria, la presente invencién proporciona vectores
que contienen un promotor de DHFR del que se han eliminado parcial o totalmente secuencias ricas en GC y lineas
celulares transformadas con los vectores. Los vectores posibilitan la seleccién de una linea celular productora de
EPO humana en menos tiempo usando una concentracion menor de inhibidor de DHFR, acortando asi el tiempo
necesario para establecer una linea celular que produce altos niveles de EPO. Ademas, las lineas celulares son
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capaces de producir en masa una proteina recombinante con alto rendimiento. Por tanto, la presente invencion es
capaz de mejorar mas eficazmente un sistema de amplificacion génica, que es una estrategia para producir una
proteina deseada en células animales.
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<160> 18

<170> Kopatent In 1.71

<210> 1

<211> 9227

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> vector XOGC/GEPO

<400> 1
gacggat cgg gagat ccgac atgataagat acatigatga gitttggacaa accacaacta 60
gaatgcagt g azaasaatgc tttattigtg aaatttgtga tgctattget ttatttgtaa 120
ccattataag cigcaat aaa caagttaaca acaacaattg cattcatttt atgitticago 180
t1cagoggga got gt gggag gitttttaaa gcaagtaama cctcetacaaa tgtggtatgo 240
ctgattatga tctctagtca aggcactata catcaaatat tccttattaa ccecittaca 300
aattaaazag ctaaaggtac acaatttitg agecatagtta ttaatageag acacietatg 360
cctotgt gga gt aagaaaaa acagtatgtt atgattataa cigttatgec tacttataaa 420
ggttacagaa tatitttcca taattttctt gtatagcagt gecagecittit ccittgtgot 480
gl aaat ageca aagcaageaz gagitetalt actaaacaca geatgactca aaaaacttag 540
caattctgaa ggaaagicct tgggglettc tacctitete tietittttg gaggagt aga 600
algttgagag tcagcagt ag cctcatcatc actagatgge atttcttcetg agcaaaacag 660
gitttcetca tiaaaggrcal 1ccaccactg ctcccalica tcagitccat aggttggaat 720
¢l aagat aca caaacaalta gaatcagtag tttaacacatl tatacactta aaaattitat 780
alttacctta gagectitaaa tctectgtagg tagtttgice aattatgtca caccacagaa 840
gtaaggitcc ttcacaaaga lccaaageca gcaaaagicc catggtcectta taasaatgea 00
tagetttagg aggggageag agaacitgaa agcatcitcc tgttagtctt tettetegta 860
gacttcaaac ttatacitga tgectttttc ctectggace tcagagagga cgectgggta 1020
tictgggaga agtttatati tccccaaatc aatitciggg aaaaacgtgl cactttcaaa 1080
ttcctgeatg atccitgtca caaagagt ct gaggtggect ggttgattca tggettectg 1140
gl aaacagaa ctgectecga ctatccaaac catgtcliact ttactigeca aticcggttg 1200
t1caataagt cttaaggcal catccaaact tttggcaaga aaatgagctc ctcgtggtog 1260
t1ctttgagt tctctactga gaactatalt aattctgicc tilasaggtc gaticticte 1320
aggaat ggag aaccaggttt tcctacccat aatcaccaga tictgittac cttccactga 1380
agaggttgtg gicattctti ggaagiactt gaactcgitc ctgageggag gecagggat ag 1440
gtctcegttc t1gecaatce ccataltttg ggacacggeg acgatgecagl tcaatggtceg 1500

11



aaccatgatg
1t ggcgegaa
1acaal ctgc
ggtcgct gag
11 gcal gaag
al at acgegt
agt t cat agc
¢t gacecgeece
gccaal aggg
ggcagl acat
at ggceegec
cat ct acgt a
gegt goat ag
gagtttgttt
att gacgcaa
gct aact aga
gacccaagct
tgcagattcg
gagt act cgc
gcececgget a
ggaaggggga
gggat ggcaa
ttgggggitc
gccaccact t
gaagtggatg
cagggaggca
gacgt gggga
t cageet gge
tegetecete
gt cct ggaga
cceccageaca
aacctggeac
t aagt ct ggt
tacggecet gt

gcagegggga
at cgeagece
t ct gatgccg
t agt gcgega
aalclgetta
tgacat t gat
ccat at at gg
aacgacccce
actttccatt
caagtgtatc
tggcattatg
ttagtcatcg
cggtttgact
tggcaccaaa
atgggeggt a
gaacccactg
tggt accgag
aggt cgacgg
gggcet gggeyg
t1ggeccagga

999gggt 999
aaacct gace

tget gt geea
at ¢t gcecaga
ctggtaget g
gcacctgagt
t gaaggaagc
tatctgttet
t gggcet cce
ggtacctctt
ttccacagaa
ttggtttagg
ggecccaaac

gggecaggge

ES 2366 061 T3

taaaatccta
tgageigtgg
cat agt t aag
gcaaaattta
Qggl t agacy
tattgact ag
agttccgegt
gceeat t gac
gacgt caatg
at at gccaag
cceagt acat
ct att accal
cacggggati
at caacggga
ggcgtgtacg
cltact gget
ct cggat cca
t at cgat aag
ct cocegeceyg
gotgget ggg

gcagcct cca
1 g1 gaagggg
gt ggagagga
ggggaagect
8990t gaggt
gctigeatgg
tgtcetttca
agaat gt cct
agt cct ggge
ggaggccaag
ctcacgetca
gt ggagt t gg
cat acct gga

cagagecttc

ccagecttca
at ¢t cccgat
ccagtatctg
agct acaaca
{ttigegetg
ttattaat ag
tacataactt
gtcaataatg
ggt ggagt at
t acgececcect
gaccttat gg
ggt gat gegg
tccaagtctc
ctttccaaaa
oi gggaggt c
t at cgaaat 1
ct agt aacgg
¢t t ccaageg
cecegggt cee
tt caaggacce
cgt gccageg
acacagttig
agct gat aag
ct gt cacace
gt gcacacgg
t t ggggacag
cagccaccct
gcet gget gt
gcccecaccac
gaggecgaga
gogct t cagg
gaagct agac
aact aggcaa

agggacect t
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cget aggatt
cccct at ggi
ctccct gett
aggcasggcet
cttcgegatg
taatcaatta
acggt aaatg
acgtatgtte
tiacggt aaa
al tgacgtca
gactttcecta
tiitggcagt
caccccattg
t gl cgt aaca
t al at aagca
aat acgactc
ccgecagt gt
cggagat ggg
tgtttgageg
ggcgact t gt
gggact t ggg
ggggt t gagg
ct gat aacct
aggal { gaag
cagcaggatt
gaaggacgag
tctecectcee
ggettetcet
gecelcecatctg
at al cacggt
gaacicctce
actgececce
ggagcaaagc

gact cecegg

gcegt caagt
gcact ¢l cag
gtgtgiigga
t gaccgacaa
1 acgggeccag
cggggicatt
geeegecet gg
ccat agl aac
ctgcccactt
at gacggt aa
ctt ggeagt a
acat caat gg
acgt caatgg
act ccgecce
gageteteig
act at aggga
gctggaattic
ggt gcacggt
gggatttagce
caaggaccce
ggagtcctig
ggaagaaggt
gggcgetgga
t1tggccgga
gaat gaagge
ct ggggcaga
cgcctgactc
gtccetgetg
1gacageccga
gagacccett
cagat ccagg
1acat aagaa
cagcagat ce

gctgtgtgea

1580
1820
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
30860
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540



tttcagacgg
asagttaatt
ttcttttgga
aaaggt aaaa
cccagget ga
aggcagcata
ggt geat ggt
ggaatitgag
tgaggceeet g
attcatiatt
tattgcat ac
agogt gacat
t agaagictg
t ggt caact ¢
gecttcgeag
acttctgett
gtcegtatte
ggaagccat ¢
caciticege
cacagggoag
cacl ggegge
tagaget cge
ct ceceegt g
{ gaggaaat t
gcaggacage
ct ct at gget
ct gt ageggce
t gcecagegee
ctggcelittcece
acggcacctc
ci gat agacg
gl t ccaaact
tttgccgatt
ttaaitctot
agaagt at gc

gct gt get ga
tctatgectg
gaatctcalt
t ggagcagca
gat ggcecgag
gigagatcce
ggt agt coca
gcigeagt ga
tcl caaaaaa
cattcactca
ctictgtttg
gggt caget g
goagggecet g

tt cecagecg
cct caccact
gceetttetg
cttcecctttc
tcececet ceag
agactcttce
gecet geagga
cget cgagea
t gat cagect
cottecttga
gcat cgcat t
aagggggagyg
t et gagacgg
gcat t aageg
ct agegeceg
cgtcaagcel ¢
gaccccaaaa
gtttttcogee
ggaacaacac
1 cggectatt
ggaatgtolg

aaagcat gca
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acact gcage
gaagaggat g
tgcgagect g
gagat gaggc
at gggagaat
ccatctetac
gatattitgga
gctglgatca
gaaaagaaaa
ct cact cact
cicagetigg
actcecagag
gccct get gt
t gagagcccece
ctgeticggg
taagaaggog
tgtggecactg
at geggect ¢
gagtctactc
caggggacag
t gcatct aga
cgactgtgce
ccet ggaagg
gt ct gagt ag
at1gggaaga
agagaaccag
cggcgagt ot
cteecttiege
t aaat cgggy
aacttgatta
cttigacgti
tcaaccct at
ggtt aaaaaa
tcagtt aggg

tctcaattag

ttgaat gaga
gaggtgagt i
attttogatg
tgeect gogeg
tgecttgagee
aaacatttaa
aggcet gagge
caccactgeca
aagaaaaat a
cattecatica
tgetigggge
t ceact cect
cggaagct gt
tgecagctgca
ct ct gggage

agaagggt ct
cagcgacctc

agclgetcca
caalttccte
at gaccagct
gggocctat t
tictagttge
tgccactcee
gigtcattet
caat agecagg
ct gggget ct

ggt gottacg
tttecttcoeet

geteccttta
gggt gat gat
ggagt ccacg
ct cggt ct al
t gagct gat
t gt ggaaagt

t cagcaacca
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atatcactgt
certrtttitt
aaaggoagaa
cagaggctca
ctggagtttec
aaaaatt agt
gggaggat cg
ctccagecte
at gagggctg
ttcattcatt
1gct gaggay
gtaggt cgog
cct gegagge
t gt ggat aaa
ccaggt gagl
t gct aaggag
cigttticte
ctccgaacaa
cggggaaagc
t gat at cgaa
ctatagtgte
cagccatctg
actgtcecttt
att cl gggag
cat get goag
agggggtatc
cgcagcgt ga
tecttteteg
gggt i cegat
tcacgtagtg
fteittaata
ictittgatt
t aacaaaaal
cccecaggcet ¢

agt gt ggaaa

cccagacace
ttittitcet
t gat cgagog
cgt ct at aat
agaccaacct
caggt gaagt
cttgagceces
agt gacagag
t at ggaat ac
caacaagt ct
taggagygag
cagcaggceg
caggcecigt
geceglcagtg
aggageggac
t acaggaact
¢t t ggeagaa
t cactgctga
I gaagctgta
ttatccatca
acct aaatgc
tigtttgece
¢t aat aaaa
gt ggggt ggg
at gcggt ggg
cecacgegee
ccgcet acact
ccacgtt cge
ttagtgcttt
ggceat cgece
gt ggact et t
t at aagggat
tt aacgcgaa
cccageagge

gt ceccagoe

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
5400
5460
5520
5580
5640



t ccccageag
ccectaacte
ggctgact aa
cagaagt agt
tgtatatcca
caagat ggat
t gggcacaac
cgcecggite
gcagegegyc
gl cact gaag
tcatctcacc
catacgcilg
gcacgt acte
gggcel cgeoge
cicgtcgtga
tctggattca
gctacceglg
tacggtat cg
itctgagegg
gagatttcga
acgccgget g
actigittat
at aaageat t
atcatgtctg
ticctgtgtlg
agt gt aaagc
tgccegetti
¢ggggagagyg
gctocggl egt
ccacagaatc
ggaaccgt aa
at cacaaaaa
aggegittce

gat acectgt ¢

gcagaagt at
cgcecat cce
ttitttttat
gaggaggcett
ttttcggalc
t gecacgcagg
agacaat cgg
tttttgtcaa
t at cgt gget
cgggaaguga
ttgctcctge
at ccgget ac
ggat ggaagc
cagccgaact
cccat ggecga
t cgactgigg
atallgectga
ceget cecega
gact ct ggog
ttccaccgee
gat gatcctc
tgcagetiat
tititcactg
tataccglcg
agattgtiat
ct ggggt gcc
ccagt cggga
cggtttgegt
t cggcet gegy
aggggat aac
aaaggecgeg
t cgacgcica
ccet ggaage

cgeetttete
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gcaaagecat g
gceect aact
ttatgcagag
ttttggagoe
t gat caagag
ttectceggee
ctgetctgat
gaccgacct g
ggccacgacg
ctggetgela
cgagaaagt a
ctgeceatte
cggictigte
gttcgeeagg
tgeetgettg
ccgget ggot
agagct t gge
t1¢gcagege
t1cgaaat ga
gcettctatg
cagcgcggsgy
aatggttaca
cattctagtt
acct et aget
cegectcacaa
t aat gagt ga
aacct gt cgt
at t gggecget
cgageggt at
gcaggaaaga
11getggegt
agt cagaggt
tcectegtge

cctt egggaa

catctcaatt
cegeccagt t
geccgaggeceg
ctaggetttt
acaggat gag
gct tggal gg
geegecgt gt
t ccggt geee
ggecgt tcett
t1gggcgaag
tccatcalgg
gaccaccaag
gat caggat g
ct caaggege
ccgaat atca
gt ggcggacce
ggcgaat ggg
atcgectict
ccgaccaage
aaaggl t ggg
at ct cat gcl
aat aaagcas
gtggttigic
agagct i gge
ttccacacas
gct aaci cac
gceagel gea
cttcegettc
cagctcacte
acat gt gagce
ftitccat ag
ggcgaaacce
got ct cct gt
geat ggeget
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agt cagcaac
ccgceecattce
cctectgeete
gcaaaaagct
gatcgtttcg
agaggct ait
tceggetgte
t gaat gaact
gcgeaget gt
1geeggggea
¢t gal gcaat
cgaaacal cg
atct ggacga
gcat geccega
t ggt ggaaaa
gct at cagga
ctgaccget t
at cgccttet
gacgcccaac
clitcggaatc
ggagticite
t agcat caca
casactcate
gt aat cat gg
cat acgagec
attaatigeg
{taatgaatc
ct cget cact
aaaggceggt a
aaaaggccag
gct gcgeeee
gacaggact a
1ccgacceet g

itctecatage

cat agtcceg
tccgeccecat
tgagetattc
ccecgggaget
calgattgaa
cggct at gac
agcgeagaaq
gcaggacgag
gctcgacgtt
ggatctcctg
gcggegget g
cal cgagcga
agageat cag
cggcgaggat
I ggeceget tt
cat agecgitg
cctcgtgett
1gacgagtic
ctgeeat cac
gtittccogg
gccoacccecea
aaittcacaa
aat gt at ¢t
t cat agct gi
ggaageat aa
11gegcet cac
ggecaacgceg
gacicgctge
al acggt t at
caaaaggecea
cclgacgage
t aaagal ace
cegett aceg

tcacgetgta

5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
£360
6420
8480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
8900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
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<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

ggt at et cag
ttcageccga
acgacitatc
gcagt get ac
tiggtatctg
ccggcaaaca
gcagaaaaaa
ggzacgaaaa
agatcctttt
ggt ctgacag
gitcatccat
cat ct ggeee
cagcaat aaa
ccteceatcea
gittgcgeaa
tggecttcatt
gcaaaaaagc
tgttatcact
gatgettiic
gaccgagityg
t aaaagt get
tgttgagatc
ctttcaccag
t aagggcgac
tttatcaggg
aaat agggat
2

8635
ADN

1i1cggtgtag
ceget gegee
gccact ggca
agagttcttg
cgctctgetg
aaccaccget
aggat ¢t caa
ctcacgttiaa
aaaltaaaaa
tt accaat gc
agttgectga
cagl gct gea
ccagecagece
gt ctat t aat
cgtrgitgee
cagcet cogot
ggttagetce
catggitatg
i gt gact ggi
ctctigeceg
cat cal tgga
cagttcgatg
cgitttctggg
acggaaat gt
ttattgtcte

tccgegeaca

Secuencia artificial

vector X1GC/GEPO

2

gacggat cgg gagat ccatt

ggcegaggec gect ctgect

cctaggettt
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gtcgltcget
ttatceggta
gcagccact g
aagt got ggce
aagccagita
ggt agcgot g
gaagal cctt
gggattitigg
tgaaglttta
ttaatcagtg
ctccoegteg

at gat acege

ggaagggccg
tgttgeegag
attgct acag
t cccaacgat
ttecggteocte
gcagcact ge
gagt actcaa
gcgt caat ac
aaacgtictt
taacccactc
t gagcaaaaa
tgaat actca
at gageggat

tttceceegaa

ccaaget gag

act at cgt ct
gt aacaggat
ctaact acgg
cct i cggaaa
gttitittgt
fgaicititc
tcat gagatt
aat caatct
aggcacct at
t gt agat aac
gagacccacg
agegcagaag
aagct agagt
gcat cgt ggt
caaggcgagt
cgat cgtt gt
ataattctct
ccaagt cait
gggat aat ac
cggggcgaaa
gt gcacccaa
caggaaggcea
tacicttecet
acalatttga

aa gccace

ct gt gt geac
t gagt ccaac
tagcagagceg
ctacactaga
aagagtt ggt
t t gcaageag
t acggogt ct
at caaaaagg
aagt at at at
ctcagegatc
t acgat acgg
ct caccggcet
tggt cctgea
aagt agttcg
gtcacget cg
t acat gat cc
cagaagt aag
tactgtcalg
ct gagaal ag
cgegecacat
act ct caagg
ctgatcttca
aaat gcegea
ttttcaat at
atgtatttag
tgacgtc

gaacceceeqg
ccagt aagac
aggt atgtag
agaacagt at
agctcttgat
cagatt acgc
gacgci cag!
atcttecacet
gagt aaact t
tgtetatttce
gagggcettac
ccagatttat
actttatceg
ccagttaata
tcgttiggta
cccat gt t gt
11 ggecgeag
ccat ccgt aa
t gt at gcgge
agcagaact t
ai cttacege
gcatctitia
aaaaagggaa
t at t gaagea

agaaatl aaac

ctcogeccca tggetgacta atitttttta tttatgeaca

ctgagctatt ccagaagl ag t gaggagget

t gcaaaaagc tccecgggalg glttcgaccat
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t gaact gecat

Lttttggagg
cgt cgeoegt g

7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
85460
8520
8580
8640
8700
8780
8820
8880
8840
9000
8060
9120
9180
9227

60
120
180



t cccaaaata
ttcaagt act
attatggota
attaatatag
aaaagtitgy
atggttigga
ct cagact ct
attgatit gg
gapgaaaaag
aat gaccgac
ct at gaaagg
cggggaicte
ttacaaat aa
tagttgtggt
ct at ggt gca
cctgettatg
caaggcett ga
cgegat gt ac
tcaaltacgg
gt aaat ggee
tatgitccea
cggt aaact g
gacgicaat g
tticectactt
tggcagt aca
cccattgacg
cgl aacaact
at aagcagag
acgact cact
tcggat ccac
at cgat aagc
tceceocgeooege
at gget gogt
cagcet ccac

gt gaagggga

tggogatigg
t ccaazgaat

ggaaaacctg
ttcteoagt ag
atgat geet t
tagtcggagg
ttgtgacaag
ggaaat at aa
gcatcaagt a
caagegacge
ttgggettcg
at gct ggagt
agcaat agea
ttgtccaaac
ct ¢t cagt ac
tgttggaggt
ccgacaattg
gggcecagat a
ggt cat 1 agt
cgeetgget g
t egt aacgcce
cceactt gge
acggt aaat g
ggcagt acat
t caat gggcg
t caat gggag
ccgecceat t
ctetctgget
at agggagac
tagt aacgge
t1ccaagege
ccggot coct
i caaggacceg
gt geecagegg
cacagittgg
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caagaacgga
gaccacaace
gttctccatt
agaact caaa
aagacttatt
cagtictgtt
gatcat gcag
acttct ccea
taagttigaa
ccaacct gec
gaatcgtttt
tettcgecea
tcacaaattt
tcat caat gt
aat ct get ot
cgcet gagt ag
cat gaagaat
tacgegtiga
tcat agccea
accgecccaac
aat agggact
agt acat caa
gecccgect gg
ctacglatta
1ggat agegg
ittgitttgg
gacgcaaatg
aacl agagaa
ccaagct gge
cgecagt gt g
ggagat gggg
gt 11 gagcgg
gcgacttate
ggacttggog
gggt 1 gaggg

aacct aceet
tcticagtgg
cct gagaaga
gaaccaccac
gaacaaccgg
t accaggasag
gaattigaaa
gaal acccag
gt ¢t acgaga
atcacgagat
ccgggacgec
ceccaacttg
cacaaat aaa
atcttatcat
gat gcegeat
1 gegegagea
ctgettaggg
cattgatt at
1 at at ggagt
gaccceegece
ttccattgac
gtgtatcata
cattatgecce
gtcatcgecta
tttgactcac
caccaaaatc
ggcggtagge
cccactgeit
tagegtitaa
ctggaatt ct
gtgcacgglg
ggatttageg
aaggaccceg

gagtccttgg
gaagaaqqi i

16

ggcet coget
aaggi aaaca
at cgaccttt
gaggaget ca
aatiggcaag
ccatgaatca
gt gacacgt t
gcgiceotcte
agaaagacta
ttcgattceca
ggeiggatga
tttattgeag
geatttitit
gtctgggale
agttaagcca
aaatttaage
ttaggegttt
tgactagita
tccgegtt ac
cattgacgte
gt caat gggt
L gcraagt ac
agl acat gac
L taccat ggt
ggggatttce
aacgggactt
ptgtacggtg
actggcti at
acttaagett
gcagat t cga
agl act cgeg
ccoceggcet at
gaagggggag
ggat ggcaaa

t gggggit ct

caggaacgag
gaatctggtg
aaaggacaga
ttttecttgee
t aaagt agac
accaggceac
tttcccagaa
t gaggt ccag
acaggttcga
cegeegecet t
tectccageg
cttat aatgg
cactgeatte
t ccegat coc
gtatctgetc
t acaacaagg
tgecgetgett
11 aat agt aa
alaacttacg
aat aat gacg
ggagtaitta
geecceecl att
citat gggac
gat gcggttt
aagli ctccac
t ccaaaat gt
ggaggt ct at
cgaaatt aat
ggt accgagc
ggt cgacgpt
gget gggege
tggccaggag
990990t 9909
aacct gacct

get gt gecag

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
2280



t ggagaggaa
gggaagectc
ggot gogatg
cttgeal ggt
gt ccticcac
gaatgiccig
ot cet gggeg
gaggceaagg
t cacget cag
t ggagt t ggg
at acct ggaa
agagccttca
cact gocaget
aagaggat gg
gcgagectga
agal gagget
t gggagaatt
catctctaca
atatttggaa
ct gt gat cac
azaagasaaa
t cactcactc
t caget t ggt
ct cccagagt
ccetgetgte
gggagccect
tgettcggge
aagaagggga
gt ggeact go
tgeggecet ca
agt ctacl cc
aggggacaga
agagggeecg
pttgtttgee

gct gat aage
t gt cacacca
tgcacacgge
1ggggacagg
agccaccet
cctggetigtg
ceccaccacg
aggccgagaa
ggct t caggg
aagct agaca
act aggcaag
gggaccettg
1 gadt gagaa
aggigagttc
ttttggatga
gect gggegce
get t gageec
aacattlaaa
ogct gaggcg
accact geac
agaaaaataa
altcattcat
gettgggget
ccact ceet g
ggaagetgte
gcagct geat
tctgggagee
gaagggt et t
agcgacectee
get got ceac
aatticetce
tgaccagett
tttaaaceceg

cctceeeegt
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tgat aacctg
ggat t gaagt
agcaggattg
aaggacgage
ctecet ceee
gctteteetg
cctcat et gt
tatcacggtg
aact cct cee
ct gcececet
gagcaaagce
actceeeggg
tatcactigtc
citttitttt
aagggagaat
agaggct cac
1ggagtttca
aaaaltagtc
ggaggat cgc
tccagectca
t gaggact gl
tcaticattc
gctgaggggc
t aggt cgage
c1gcgggace
gt ggal aaag
caggt gagta
get aaggagi
tgtttictce
tccgaacaat
ggggaaagcet
gat at cgaat
¢t gat cagcee

gecttecttg

ggcget ggag
tiggcecggag
aatgaaggcee
tgoggeagag
geet gact ¢t
tccet get gt
gacagccgag
agacceccti ¢
agat ccagga
acat aagaal
agcagat cct
ct gt gt geal
ccagacaccea
ttttttecetd
gat cgaggga
gtctataatc
gaccaaccta
aggt gaaglyg
t t gageccag
gt gacagagt
atggaat aca
aacaagtclt
aggagggaga
agcaggcecgt
aggecet gtt
ccgt cagt gg
ggagcggaca
acaggaacig
tt ggcagaag
cactget gac
gaagct gt ac
t at ceat cac
t cgact gt ge

accct ggaag
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ccaccactia
aagt ggat gc
agggaggcag
acgt ggggat
cagect gget
cget cect et
tcct ggagag
cccageacat
acciggeact
azglctggtg
acggcetgtg
tt cagacggg
aagitaattt
tcttttggag
aaggt aaaat
ccaggct gag
ggcagcat ag
gtgcatggtg
gaatttgagg
gaggcccet gt
ttcattatte
at t gcat acce
ggotgacatg
agaagt ¢t gg
ggt caact ct
cctt cgeage
ctietgetty
teegtattce
gaagccat ct
actttccgea
actaggggagy
acl ggcggece
ctictagitg

gt gecact ¢e

t et gccagag
tggt aget gg
cacctgagtg
gaaggaaget
atctgtteta
gggcct ccea
gtacctettg
t ccacagaac
tggittagog
gceccceaaace
ggccagggec
ctgtget gaa
ctatgcetgg
aatctcattt
ggagcagcag
atggccgaga
t gagat ccce
gt agt cceag
ctgcagl gag
clcaaaaaag
altcact cac
tictgtttge
gat cagetga
cagggeet gg
t ccecagecegt
clcaccact ¢
ccetitetgt
ttcectttet
cceet ccaga
aact ¢ttecg
cctgcaggac
gct cgagt i
cecagecatct

cact grectt

2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3080
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3800
3660
3720
3780
3840
3800
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320



tcctaat aaa
gat googt gg
gat gcgat gg
cceecacgege
accgct acac
gccacgttceg
tttagtgett
gggccat cge
agt ggact ct
ttal aaggga
tttaacgega
ceeoccageagg
agtccccagyg
cgat agt cee
ctccgeecca
ct gaget att
tcecegggage
gcalgatiga
t cogget al ga
cagegeaggg
t gcaggacga
t get cgacgt
aggat ¢t cct
t gecggegget
gcat cgageg
aagagcalca
atggcgagga
at ggeogett
acatagegit
t ¢ctegl got
ttgacgagtt
cctgecatca
cotittecag
cgececaceee

aaalttcaca

ai gaggaaat
ggcaggacag
getct at gge
cet gt agegg
t1geccagege
ceggetttec
t acggcacct
cct gat agac
tgttccaaac
ttttgccgat
attaattctg
cagaagtatg
cleeccagea
gcecct aact
tggct gacta
ccagaagt ag
ttglatatcce
acaagat gga
ctgggcacaa
gegeceeggtt
ggeageqgeag
tgtcact gaa
gtcatct cac
gcat acgett
agecacgt act
ggggel cgeg
tctcgtegtg
ttctggatte
ggct aceegt
ttacagtate
cttectgageg
cgagatticg
gacgceggcet
aacttgtita
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tgcat cgeat
caagggggag
11¢t gaggeg
cgeat t aage
cct agegece
ccgt caagcet
cgaccecaaa
ggtttticge
t ggaacaaca
ttcggeet at
t ggaat gt gt
caaagcat ge
ggcagaagt a
cecgeceat cc
atttitttta
t gaggagget
gitttcggat
tigcacgcag
cagacaatcg
ctittttgtca
¢t at cgt gge
gcgggaagqag
cttgetcetg
gat ccgget a
cggat ggaag
gccagecgaac
acccat ggeg
atcgactgtg
gatattgcetg
geeget ceeg
ggact ct gag
attccaccge
ggat gat cet
ttgecagelta

1gtctgagta
gatt gggasg
gaaagaacca
gcgacgagl g
gelectiteg
ct aaat cggg
aaacttgalt
cctttgacgt
ctcaacccta
tggtt azaaa
gt cagttagg
atctcaatta
t gcaaagceat
cgceect aac
tttatgcaga
tttiiggagg
ctgal caaga
gttictcocgge
gctgetctga
agaccgacct
t ggccacgac
act ggct get
ccgagaaagt
cctgeecat t
ccggtetigt
1gticgeeag
atgecetget t
gceggct ggg
aagagcitog
attcgcageg
gt tcgaaatg
cgcettetat
ccagegecggag
laatggoitac

aat azagcat tititicacti gcatictagt

18

ggigtcattc
acaat ageag
gcl ggggct ¢
tggtggtiac
ctitcttcece
ggct ccettt
agggt galgg
1 ggagt ccac
tctcggteta
at gagct gat
gt gt ggaaag
gt cagecaace
geat ct caat
t cegeccag!
ggccgaggcece
cctaggettt
gacaggat ga
cgettgaatg
tgececgeegtg
ol ccggt gee
aggcgt t cct
al tgggcgaa
atccatcatg
cgaccaccaa
cgat caggat
gct caaggeg
geecgaatate
t gt ggcggac
¢ggegaat gg
catcgeett e
accgaccaag
gaaaggttgg
gatctcatge

aaat aaagca

tgtgglttgt

tattctgggag
gecatget ggg
t agggggt at
gcgcagegt g
tteetitete
agggt tccga
ttcacgt agt
gitctitaat
ticttitgat
11 aacaaaaa
t ccocagget
agat gt ggaa
1agt cageaa
f cegoceat ¢
gect ol gect
t gcaaasagce
ggatcgtttc
gagagget at
ttcegget gt
ct gaat gaac
1gcgeaget g
gtgccgggge
gct gat geaa
gcgaaacatc
gat ¢t ggacg
cgcatgeeccg
at ggt ggaaa
cgcet at cagg
gct gaceget
tatcgeette
cgacgecccaa
gctt cggaat
tgoagttoti
at ageat cac

ccaaactcat

4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
§220
5280
5340
5400
54860
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420



<210>

caat gt at ¢t
gt cat agcl g
cggaageal a
gttgegetca
cggecaacge
t gact cgct g
aatacggtta
gcaaaaggcec
ccct gacgag
at aaagat ac
gcegeltace
ct cacgcet gt
cgaaccccoe
cccggl aaga
gaggt atgta
aagaacagta
tagetettga
gatt acgcge
cgcet cagt gg
cttcacctag
gt anact i gg
tctatticgt
gggcttacca
agatttatca
tt1atecgece
agtt aat agt
gtitggiatg
catgttgtge
ggccgeagtg
at ccgt aaga
tal gcggega
cagaactita
ctiaccgetg

atcttttact

aaagggaat a

1t gaageatt

tat catgtet
tttcctgtgt
aagt gt aaag
ctgeccgett
gcggggagag
cgct cggt cg
t ccacagaat
aggaaccgt a
cal cacaaaa
caggegtttc
ggat acct gt
aggtatctea
gticagceeg
cacgact t at
ggcggtgeta
tttggtatct
t ccggeaaac
agaadaaaag
aacgaaaact
atectttiaa
t ol gacagt t
t catccatag
tetggeceeca
gcaat aaacce
t ccat ccagt
tt gcgraacg
gcttcattca
aaaaaagegg
ttatcactca
Tgetittetg
ccgagtt get
aaaglgctca
ttgagatcca

ttcaccageg

agggegacac

t at cagggtt

aaat aaacaa ataggogtic
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gt ataccgtc
gaaattgita
Cctoggot g
t ccagt cgog
gecgatttgeg
ttcgget geg
caggggat aa
aaaaggcecege
at cgacgetc
ccect ggaag
cogecttict
gitcggtgta
accget gege
cgccact ggo
cagagttett
geget ¢t get
aaaccacege
gat ¢t caaga
cacgtt aagg
attaaaaat g
accaatgett
ttgccel gact
gtget gecaat
agccagcegg
ctattaattyg
tigtigeeat
getceggtte
ttaget cot t
tggtt at gge
t gact ggt ga
cttgecegge
tcattggaaa
gitcgatgta
titctogot g

ggaaatgttg
attgtct cat

cgegeacati

gacct ctage
tcecget caca
ct aat gagt g
agacctgtcg
tatt gggege
gcgageggt &
cgcaggaaag
gttgctggeg
aagt cagagg
cteectegtg
ccet t cggga
ggtcgtt cge
cttatccggt
agragecact
gaagl ggt gg
gaagccagt t
1 ggt ageggt
agatcctttg
gatttiggtc
aagttitaaa
aat cagt gag
cceegiegtyg
gat ecegega
aagggecgag
1t gcegggaa
1 gct acaggce
ccaacgat ca
cggt cetecg
agcact gcat
gt act caacc
gl caat acgg
acgttcttcg
acccact cgl

agcaaaaaca

t agagettgg
altccacaca
agcet aact ca
t gecaget ge
tcttcogett
tcagct cact
aacat gtgag
tttttccata
1 ggcgaaacce
cgcteoteetg
agcgt ggecge
1ccaaget gg
aactatcgte
ggl aacagga
cctaact acg
acci t cggaa
ttitttgttt
atcttttcta
atgagatt at
tcaatctaaa
gcacct at ¢t
tagataacta
gaccecacgct
cgcagaagtg
get agagt aa
at cgt ggt ot
aggcgagtia
atcgttgtca
aattctctta
aagt cattct
gat aat accg
gggcgaaaac
gcaccecaact

ggaaggcaaa

gatacticata ctcttecttt

gagcggat ac

tccocgaaaa

19

atatt t gaat

cqtaatcatg
acal acgage
cattaatige
at t aat gaat
cctcget cac
caaaggcggt
caaaaggceca
ggcet ccgece
¢gacaggact
tt ccgacccet
tttctcalag
gct gt gt gea
ttgagt ccaa
tt agcagage
gct acact ag
aaagagttgg
gcaagcagea
cgggot ctga
caaaaaggat
gtatatatga
cagcgalcelg
cgat acggga
caceggctec
gt cet gecaac
gt agtt cgee
cacgetegte
cal gat ccee
gaagt aagt t
ct gt cat gec
gagaatagtg
cgccacat ag
t ¢t caaggat
gatcttcage

atgecgeaaa

ttcaatatta

gtatttagaa

gtgccacctg acgte

6480
6540
5600
6660
6720
6780
5840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7880
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
B4860

8520
8580
8635



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

8657
ADN

Secuencia artificial

vector X3GC/GEPO

3

gacggat cgg
taatttttt?
ag! gaggagg
at t gaact gc
ct ggecet ceg
ggaaggl aaa
gaat cgacet
acgaggaget
ggaat t ggca
agccat gaat
aagt gacacg
aggegtcetce
gaagaaagac
atticgatte
cecgyget ggat
tgtttattge
aagcattttt
atgtctggga
at agt 1 aagc
caaaatitaa
qgt t aggcot
at t gact agt
gttccgeglt
cceal t gacg
acgtcaat gg

t at gccaagt

gagatccecta
tatitatgea
cttititgga
al cgt cgeeg
ct caggaacg
cagaat ¢l gg
tt aaaggaca
cattttettg
agt aaagt ag
caaccaggce
11ttt ccecag
t ct gagat ce
t aacaggtic
caccgecgeoe
gat cct ccag
agctt at aat
ttcactgeat
tctcecgate
cagt atct gc
gctacaacaa
tttgegetge
tattaat agt
acataacita
tcaat aatga
gt ggagt at t
acgeececta
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actccgceca
gaggccgagg
ggcet agget
tgt cccaaaa
agttcaagta
tgattatggg
gaat t aal at
ccaaaagitt
acatggittg
acct cagact
aaattgattt
aggaggaaaa
gaaat gaccg
ttotatgaaa
cgcggggat ¢
ogtt acaaat
tctagtigtg
ccct atggt g
teecetgetig
ggcaagget t
ttcgegat gi
aal caal f ac
cggl aaal gg
cgtatgttec
tacggt aaac

ttgacgtcaa

gttccgeeca
ccgect ct go
tttgcaaaaa
t at ggggat
cttccaaaga
t aggaaaacc
agttct cagt
ggat gatgecc
gat agt cgga
ctitgtgaca
ggggaaat at
aggeat caag
aceaagegac
ggttgggett
{ cat gct gga
aaagcaat ag
gttigtccaa
cact ct cagt
1gtgttggag
gaccgacaat
acgggccaga
ggggt catia
ccegocet gge
cat agt aacg
tgeecacttg

t gacggt aaa

20

ttcteecgeee
ctcigagcta
get ccecggga
ggcaagaacg
at gaccacaa
tggtteteca
agagaaci ca
ttaagactta
ggcagiticig
aggat cat gc
aaacttctee
tataagtttg
geeccaacctg
cggaat cgtt
gttettcgee
cal cacaaatl
act cat caat
acaat ct gct
gt cgct gagt
t gcat gaaga
t at acgegtt
gl t cat agcce
tgaccgececa
ccaat aggga
gcagt acat ¢

tggcccgect

cal ggetgac
11 ccagaagt
tggttcgacc
gaaacctacc
cetettcagt
tt cct gagaa
aagaaccace
ttgaacaacc
tttaccagga
aggaatttga
cagaat acce
aagtct zacga
ccat cacgag
ttccggoacg
caccccaact
ttcacaaata
gtatcttate
ci gat gecege
agt gegegag
atctgcitag
gacattgatt
cat at at gga
acgacccceg
cittcecattg
aagtgtatca

ggcattatgc

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
1560



¢cagtacatg
tattaccatg
acggggat it
t caacgggac
gcgt gtacgg
ttact ggett
aaactt aage
ctgeagatte
1gagt act cg
cgcceoeggcet
€ggaagoong
ggagat ggea
111ggggott
agccaccact
agaagt ggat
ccagggagge
agacgt gggg
ct cageet gg
gl cgcteect
agt ccl ggag
tccecageac
gaacciggea
at aagtctgg
ctacggectg
atttcagacg
caaagt t aat
tttcttttgg
gaaaggt aaa
tcecaggcetg
t aggcagceat
tgat geat gg
aggaatttga
gt gaggeect
catticattat

ttattgeata

accttatggg
gt gat geggt
ccaagictcece
tttccaaaat
t gagagat ct
atcgaaatta
ttggtaccga
gaggt cgacg
cgggcet gage
att ggccagg
agoggaat g9

aaaacct gac
ctgelgtgee
tatctgeecag
gct ggt agct
ageacct gag
at gaaggaag
ctatctgttc
ct gggectce
aggt acct ct
att ccacaga
cttggtitag
1ggecccaaa
1gggccaggg
ggectgigetg
ttctatgeat
agaat ct cat
at ggagcage
agat ggccga
agtgagatcc
t ggt agt ccc
ggctgeagtg
gi ct caaaaa
tcattcactce

ccttctottt
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actitcctac
ittggecagta
accccattga
gt cgt aacaa
at at aagcag
at acgactca
gct cggat cc
gt atcgat aa
gct cocgeoce
aggt ggel gg
ggcagecet ce
ciglt gaaggy
agt ggagagg
aggggaagce
999991 999
tgetigeatg
ctgtcetlce
t agaat gt cc
cagt cct ggg
t ggaggccaa
act cacgcet e
gat ggagttg
ccat acet gg
ccagagect t
aacact gcag
ggaagaggat
tt gcgagect
agagat gagg
gat gggagaa
cceateteta
agatatttgg
agctgtgatc
agasaagaaa
actcact cac

gotcagett g

t1ggecagtac
cal caat ggg
cgl caat ggg
cteocgececa
agctctclgg
ctat agggag
act agt aacg
gctteccagge
gceeecgggt ce
gl t caaggac
acgigcecage
gacacaglitt
aagctpat aa
tetgtcacac
tgtgecacacg
gt t gggoaca
acagccacce
tgecectggetg
cgccecacca
ggaggeegag
agogettecag
ggaagct aga
aaact aggca
cagggaccct
cttgaat gag
ggaggt gagt
gattttggat
et geet gggc
itgettgage
caaacattta
aaggct gagg
acaccact gc
aaagaaaaat

tcattcatte

glgettagag

21

at ct acgt at
cgtggat age
agtttgtttt
t t gacgcaaa
ct aact agag
acccaagcetg
gecgecaglyg
gcggagat gg
ctotttgage
cggegacttg
ggggacttgg
ggaggt t gag
gctgat aace
caggattgaa
gcagcaggat
pgaaggacga
ttetcectec
tggcttetec
cgectcat ot
aat at cacgg
ggaactcctc
cacl geccec
aggagcaaag
tgact ecceg
aatateactg
tcottttttt
gaaagggaga
gcagaggcet e
cctggagttt
aaaaaattag
cgggaggat ¢

act ccagect

aat gagggcet
attcattcat

ctgct gagog

t agt catcge
ggtttgactc
ggcaccaaaa
1 gggeggt ag
aacccactge
gctagegttt
tgectggaat |
gggt gcacgg
ggggatitag
t caaggaccc
ggoagt cet t
gggaagaagg
1gggcgel gg
gtttggeegg
1 gaat gaagg
gctggageag
ccgecl gact
t gt ccet gt
gt gacagecqg
tgagaccect
ccagat ccag
¢t acal aaga
ccagcagat ¢
ggetgtgtge
t coccagacac
ttttttttce
at gat cgagg
acgictataa
cagaccaacce
t caggt gaag
gttt gageee
cagl gacaga
gtatggaata

tcaacaagte

gcaggagaga

1620
1880
1740
1800
1860
1920
1880
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3080
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3800
3660



gagggtgaca
gt agaagi ct
t 1 ggt caact
ggccttcgea
cacttctget
t gt cocgtatt
aggaagccat
acactttccg
acacagggga
acact ggcgg
goct t ot agt
aggt gccact
t aggt gt cat
agacaat age
cagct gggge
tgtggtggtt
cgetttette
gggget coct
1t agggt gat
gttggagtce
tatctcggte
aaat gagetg
ggot gt ggaa
t agt cageaa
at gcatct ca
act cecgeeca
gaggccgagg
ggccet agget
gagacaggat
geecgettgog
gatgecgecg
cigicecgglg
acgggegttc
ctatt gggeg

1 gggt cagct
ggcagggcet
cttcecagee
geet caccac
tgccetttct
ccttceottt
ctccectcea
caaactcttc
ggcctgcagg
ccget cgagt
t geccageeat
cccactgtee
tctattelgg
aggcatgect g
t ct aggogot
acgcgeageg
ccttectitc
ttagggtice
ggttcacgta
acgitottta
tattettttg
altlaacaaa
agt ccceagg
ccaggtgtgg
alt agt cage
gttecegeeca
ccgect ctge
t1tgcaaaaa
gaggat cgt t
t ggagaggct
tgttcegge!
ccoct gaat ga
et tgegeage
aagt gccggyg
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gact cccaga
ggccctgetg
gt gggagecc
tctgeticgg
gt aagaaggq
ct gt ggcact
gat gcggcct
cgagt ct act
acaggggaca
ct agagggcc
ctgttgtitg
tttectaata
9gga! ggggt
gggat gegat
at ccccacge
tgaccgct ac
t cgccacgtt
gatttagtge
gt gggcecatc
at agt ggaci
atttataagg
aattt aacge
ct ccceagcea
aaagt cccca
aaccatagtc
ttctcegece
ct ¢t gageta
gct cocegoga
tcgcatgatt
at tcgget at
gtcagcgcag
actgcaggac
t gt got cgac
gcaggatctc

gtccact cee
t cggaagel g
ctgecagetge
oct ct gggag
gagaagggt ¢
gcagcgacct
cagct getee
ccaatttcct
gat gaccagce
cgtttaaace
ccect cocee
aaat gaggaa
ggggcaggac
gggctetatg
gecct gt age
acttgecage
cgeogget tt
t1tacggcac
geectgat ag
citgitccaa
gattitgeeg
gaattasattc
ggcagaegt a
gget ccocag
ccgcecct aa
cat gget gac
t t ccagaagt
gettgt atat
gaacaagat g
gactgggecac
g99cgctegy
gaggeagege
gttgtcactig

ctgteatetc

22

t gt aggyt cgg
tcclgegggy
atgtggat aa
cccaggt gag
ttgect aagga
cetgttttct
act ccgaaca
ccggggaaag
ttgatatcga
cget gal cag
gtgcettect
attgecat cge
agcaaggggg
gettel gagg
ggcgcaltaa
gceet agege
ccecegt caag
ct cgacccca
acgatttitte
act ggaacaa
att1cggect
1gt ggaat gl
tgcaaageal
caggcagaag
ct cecgeecat
taattttttt
agt gaggagg
ccattitogg
gait gcacgc
aacagacaal
trettittot
ggctaleglg
aagcgggaag
accttget co

gcagecaggec
ccaggeect g
ageegt cagt
t aggagegga
g! acaggaac
cctt ggecaga
at cactgetg
ct gaaget gt
attatccate
cetcgact gt
t gaccet gga
attgtetgag
aggat t ggga
cggaaagaac
gcgcggceggg
ccgeoteocttt
ct ¢t aaat cg
aaaaacttga
gecectttgac
cact caaccc
attggttazaa
gtgtcagtta
gcat ct caat
t at geaaage
ccocgececla
tattiatgea
cttitttgga
atctgat caa
aggttctecg
cggcet get ot
¢agagaccgac
gct ggecacg
ggact ggcet g
t gccgagaaa

3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4380
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700



gtatccatca
tt cgaccacc
gt cgat caqgg
aggct caagyg
ttgecegaata
ggt gt ggcag
ggcggegaat
cgeat cgeet
t gacegacca
at gaaaggtt
gggat ct cat
acaaat gaag
gttgtogttt
gcl agaget t
caattccaca
t gaget aact
cgl gecaget
getetteege
tatcagctca
agaacatglg
cgtttttcceca
ggt ggcgaaa
tgecgetctee
gaagept gge
get cecaaget
gt aact ai cg
ct ggt aacag
ggcet aacta
ttaccttcgg
gitttttigt
tgatctitte
t cat gagati
aat caatcta
aggcacct at

t gt agat aac

t ggct gatge
aagcgaaaca
atgat ctgga
cgcgeat gee
it cat ggt gga
accgctiateca
gggct gaccg
t ctat cgect
agcgacgecee
gggeticgga
gctggagttce
caat agcal ¢
gt ccaaactc
ggcgtaatca
caacat acga
cacattaatt
gcat t aat ga
ttcctegete
ct caaaggceg
agcaaaaggce
t agget cecge
cccgacagga
tgttcegacce
getitclcat
gagetgigtg
tcttgagtce
gatt agcaga
cggct acact
aaaaagagtt
t t gcaagcag
t acggggt ct
at caaaaagg
aagl at at at
¢t cagegatc

t acgatacgg
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aat gcggegg
{ cgeat cgag
cgaagagceal
cgacggcgag
aaat ggecge
gyacat ageg
cttcctegtyg
1e¢ttgacgag
aacct gccat
atcgttttce
1t cgcceace
acaaatttca
at caat gt at
tggt catage
gecggaagea
gegtt geget
at cggccaac
act gact ¢cgc
gt aat acgat
cagcaadagg
coecot gacg
ct at aaagat
ctgecegetta
agct cacgcl
cacgaaccce
aacccggt aa
gcgaggtat g
agaagaacag
ggt agetct t
cagat t acgc
gacgct cagt
atcttcacct
gagt aaactt
tgtctattte

gagggettac

ctgcat acge
cgagcacgt a
caggggct cg
gatctegteg
t11tctggat
ttgget acee
clitacggta
ttcttetgag
cacgagattt
gggacgccgg
ccaact tgtt
caaat aaagc
citatcalgt
tgtttectgt
taaagt gt aa
cact gccege
gcgeggagag
t geget cggt
tat ccacaga
ccaggaaceg
agcat cacaa
accaggegt t
ccggat acct
gt aggt at ct
cegticagece
gacacgact t
t aggeggt go
tattiggtal
gat ccggeaa
gcagaaaaaa
ggaacgaaaa
agat cctttt
ggt cl gacag
gitcatccat

cat ot ggece

23

ttgatcegge
ct cggat gga
cgcecagecga
tgacccat gg
tcatcgactg
gtgatattgc
tcgeeget ce
cgggactctg
cgattccace
ctggatgate
t attgcaget
attittitca
ctgtataccg
gt gaaatt gt
agect gggat
tticecagtcg
aggeggtttg
cgtteggetg
at caggggat
t aaaaagygcce
aaat cgacge
tcecccet gga
gtcecgecttt
cagttcggtg
cgaccgcetge
atcgecactg
t acagagttc
ctgcgetctg
acaaaccace
aggat ctcaa
ctcacgttaa
aaattasaaa
ttaccaatgc
agttgectga
cagiget gea

t ac¢t gecceca
agccoggt ctt
actgttcgece
cgat geet ge
Lggceggetg
t gaagagctt
cgat t cgcag
gggtt cgaaa
geegecet t et
¢t ccagegeg
i ataat ggtt
ctgcattcta
i cgacctcta
tatcegetea
geet aat gag
ggasacct gt
cgt al 1 ggge
€ggcgagegg
aacgcaggaa
gegttgetagg

i caagt caga

agct ceot g

cteccettego
taggtcgttc
gecet t at ceg
geagcageca
t t gaagt got
¢t geagccag
get ggt ageg
gaagat cctt
ggget1t1gg
tgaagttita
ttastcagtg
ctccoceglcg

atgatacegce

5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
5360
6420
6480
6540
6600
8660
8720
6780
6840
8900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800



10

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

gagacccacg
agcgeagaag
aaget agagt
gcat cpt ggt
caaggcgagt
cgat egt 1 gt
at aattctct
ccaagl cat t
gggat aat ac
cggggegaaa
gt gcacccaa
caggaaggca
tact cttcot
acatalitga

aagt gceace
4

8691
ADN

ctcaccggcet
tgot cct gea
aagl agticg
gt cacgetcg
tacat gatce
cagaagt aag
tacigtcatg
ct gagaat ag
¢gcgecacat
act ¢t caagy
ctgatcitca
aaat gccgea
1ttt caat at
atgtatitag
tgacgtc

Secuencia artificial

vector x6GC/GEPO

4
gacggat cgg
cccagttceqg
gaggccgect
ggcititgea
aaaat at ggg
agtacttcea
t gggt aggaa
atatagttct
gttiggatga
tttggat agt
gactctitgt
atttggggaa
aaaaaggcat

accgaccaag

gagat cccat
cccatt ctce
ctgeectctga
aaaagct cce
gaitggcaag
aagaat gace
aacctggtic
cagt agagaa
tgcctiaaga
cggaggcagt
gacaaggat c
at at aaactt
caagt at aag

cgacgcccaa
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ccagat tiat
actttatacg
ccagtiaata
tcottiggta
cecat gt t gt
tt ggcegeag
ccat ccgt aa
t gl at gegge
agcagaact t
atcilacege
gcatcittta
aaaaagggaa
1 att gaagea

aaaaat aaac

agt cccgeee
gccecat gge
get at t cecag
gggatggttc
aacggaaace
acaacct ctt
tccattcetg
¢t caaagaac
cttattgaac
tctgtttace
at gcaggaat
¢t cecagaat
ttt1gaagtct

cctgccalea

cagcaat aaa
cctceatcea
gitigegeaa
1ggcttceatt
gcasaaaagc
1gttatcact
gatgetttte
gaccgagitg
t aaaagl gel
tgtigagatc
ctlicaccag
t aagggcgac
t11atcaggg

aaat aggggt

cl aact cgge
t gact aat t t
aagt agt gag
gaccat tgaa
t accet ggece
cagtggaagg
agaagaat cg
caccacgagg
aaccggaatt
aggaagccat
ttgaaagtga
acccagycgat
acgagaagaa

cgagatttcg

24

ccagccagee
gt ct at t aat
cgitgtigee
caget ceggt
ggttaget ce
catggttatg
t gt gact ggt
cicttgceeg
catcat tgga
cagliicgatg
cgttictgag
acggaaat gt
tiatigtete

tccgegeaca

cecal cecgee
tttttattta
gaggettttt
ctgecateqgte
tccget cagg
t aaacagaat
acctttaaag
agctcatttt
ggcaagt aaa
gaat caacca
cacgttttte
cctetetgag
agact aacag

attccaccgce

ggaagggcced
tgttgeegay
att got acag
t cccaacgat
tteggtecic
gcageact ge
gagt act caa
gecgt caat ac
aaacgliteit
t aacccact c
t gagcaaaaa
t gaat act ca
at gagcggat
tttceceegaa

¢ctaactceg
t gcagaggece
t ggaggect a
gcecgtgtece
aacgagttca
ctggtgatta
gacagaatta
¢ttgeccagaa
gt agacat gg
ggccacct ca
ccagaaattg
gt ccaggagg
gtt cgaaatg

cgcettet at

7860
7520
7980
8040
8100
8160
B220
8280
8340
5400
8460
8520
B580
8B40
8657

€0
120
180
240
300
380
420
480
540
800
660
720
780
840
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gaaaggltgy getteggaat cgtittccgg gacgeegget ggatgatect ccagegegag 900
gatctcatgc tggagttctt cgcccaccece aactigitia ttgeagetta taatggttac 960
aaal aaagca atagcafcac aaatttcaca aataaagcat ttttttcact geattctagt 1020
tgtggttigt ccaaactcat caatgtaict tatcatgtet gggatcetece pateccotat 1080
gat gcact et cagtacaatc tgecictgatg ccgecatagit aagecagtat ctgeteceig 1140
citgtgigit ggaggtcgel gagtagtgeyg cgagcaaaat ttaagetaca acaaggcaag 1200
getigacega caattgeatg aagaateige 1tagggttag gegtitigeg ctgettegeg 1260
al gt acggge cagatatacg cgtigacatt gattattgac tagitattaa tagtaatcaa 1320
ttacgggotc attagttcat agecccatata tggagttccg cgttacataa cttacggtaa 1380
at ggecccgec tgget gaccg cccaacgace cccgceecatt gacgtcaata atgacgtatg 1440
ttecccat agt aacgecaata gggacttice attgacgtca atgggtagag tatttacggl 1500
aaactgccca cttgpeagta catcaaglipt atcatatgec aagtacgecce cctattgacg 1560
tcaat gacgy taaatggecee geeiggeatt atgeccagla catgacetta tgggacttte 1620
ctacttggea gtacalctac gtaltagica tcgetattac catggtgatg cgatittgge 1680
agt acat caa tgggegtgga tageggiitg actcacgggg atticcaagt ctccacccca 1740
ttgacgtcaa tgggagtttg tittggeace aaaatcaacg ggacttticca aaatgtegta 1800
acaact ccge cccatigacg caaat gggeg gtaggegt gt acggtgggeg gtetatetaa 1880
gecagageict ctgget aact agagaaccca ctgeltacig getiategaa attaatscga 1920
ctcactalag goagacccaa getggetage gtttaaacit aagettggta cegagetegg 1980
atccactagt aacggecgee agt gt getgg aattetgeag attcgaggte gacggtateg 2040
ataagcttcc aagegeggag at gggagt gc acggl gagta ctcgeggget gggeget cce 2100
gecegecegg gteececigitt gagegggogat ttagegeccee ggetatigge caggaggt gg 2160
ctgggticaa ggaccggega cttgt caagg acccecggaag gggygaggegg gl ggggeage 2220
ctccacgt go cagcggggac i1gggggagt ccttggpgal ggcaaaaace tgacctglga 2280
aggggacaca gtitgggagt tgaggggaag aaggitttggg ggttcotgetg tgocagt gga 2340
gaggaagct g at aagctgal aaccigggeg ctggagecac cacttalctg ccagagggga 2400
agcctct gt ¢ acaccaggat tgaagtttogg ccggagaagt ggatgelggt agcetgggggt 2460
ggggt gt gca cacggeagea ggaltigaatg aaggccaggg aggcageace tgagigellg 2520
cat ggt t ggg gacaggaagg acgagcet ggg gcagagacgt ggggatgaag gaagetgtec 2580
ttccacagee accctictce ctcocceccgeel gactctcage ctggetatct giictagaat 2840
gtcotgeetg getgtggett cteetgtece tgetgteget cocteotggge ctceccagtcece 2700
tgggcgeecc accacgectce atctgtgaca gecgagtcel ggagaggt ac ol ctiggagg 2760
ccaaggaggc cgagaat atc acggtgagac ccclicceca geacattcca cagaactcac 2820
gct caggget tcagggaact cctceccagal ccaggaacct ggcacttggt tiagggtgga 2880

25



gaaaggl tgg
gat ct cat gc
aaat aaagca
totggtttal
ggt gcact ¢t
citgtgtgtt
gct t gacega
al gt acggge
ttacggggtc
at ggccecgee
1t coceat agt
aaactgccea
t caat gacgyg
ct actt ggea
agt acat caa
ttgacgt caa
acaact ccgc
gcagagel ct
ctcactal ag
at ccact agt
ataagettec
geceegecegy
ctgggticaa
ctccacgt ge
aggggacaca
gaggaagcel g
agcctot gt e
ggggt gt gea
catggtt ggg
ttccacagce
gtcctgecetg
t gggegecee
ccaaggaggce
gct caggget

gct t cggaat
tggagttctt
at agcat cac
ccaaact cat
cagt acaatc
ggagot cget
caattgcalg
cagal at acg
attagttcat
t ggct gaccg
aacgecaat a
cttgogcagta
t z2aat ggcee
gt acat ¢t ac
tgggegt gga
tgggagttiig
cceat t gacg
¢l ggcl aacl
ggagacccaa
ascggeegec
aagegeggag
gtccctgitt
ggaccggega
cagcggggac

gt1itgggagt
at aagct gat

acaccaggat
cacggcagea
gacaggaagg
aceccttelce
getgt gget t
accacgecte
cgagaat atc

t cagggaact
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cgtittecgg
cgcecacccce
aaatitcaca
caat gt at ct
tgeictgatg
gagt agt gcg
aagaat ct gc
cgtigacatt
agccecatata
cccaatgace
gggactttce
cat caagl gt
geel ggeat t
gtattagtca
tagecgolttg
tittggcace
caaal gggcg
agagaaccca
gct gget age
agt gt get gg
at gggagtac
gageggggat
ctt gt caagg
119ggggagt
1gaggggaag
aacct gggeg
tgaagittog
ggattgaatyg
acgagcl gag
ctccecgecet
ctoectgtece
at ct gt gaca
acggt gagac
cct ceccagatl

gacgcegget
aactigttia
aat aaagcat
t at cat gt ¢t
ccgeat agtt
cgagcaaaat
ttagggttag
gattattgac
t ggagttceg
ceegeccat t
attgacgteca
at cat at gec
atgeccagl a
tcgetattac
act cacgggg
aaaat caacg
gt aggcgt gt
cigecllaclg
gtttaaactt
aattctgcag
acggi gagta
ttagegcece
accccggaag
cct t ggggat
aaggtttggq
¢t ggageeac
ccgpagaagt
aaggccaggg
gcagagacgt
gact ct cagc
tgect gt cget
geepagt cot
ccctteceea

ccaggaacct

26

ggat gat cct
ttgcagetta
ttttttcact
gggat ct ece
aagccagt at
ttaaget aca
gcgttitgeg
tagitattaa
cgttacataa
gacgt caata
at ggot ggag
aagtacgecc
catgacctta
cat ggtgatg
at t1ccaagt
ggactttcca
acggt gggag
gciial cgaa
aagettagta
att cgaggt ¢
ct cgeggget
ggct at t gge
9999299999

ggcaaaaacc

ggotteotgetg
cacttaictg
ggat get ggt
aggcagcacc
ggggat gaag
ct ggot at ct
ccct ¢t ggge
ggagaggt ac
gcacattcca

ggcact t gat

ccagegeggg
t aat ggttac
geat 1 ¢t agt
pat ccect at
ctgetccetg
acaaggcaag
ctgettcgeg
t agt aat caa
cttacggt aa
at gacgtatg
tatttacggt
cct at 1 gacg
tgggactttc
cgattttage
ct ccacccca
aaatgicgta
gtctatataa
al l aal acga
¢egaget cgg
gacpgl atcg
gggcget cee
cagoaggt gg
gt ggggcage
tgacctgtga
t gecagt gga
ccagagggga
agct gggagt
tgagigecitg
gaagcetgtce
gt t ct agaatl
ctcccagtce
¢l et ggago

cagaact cac

t1agggt gga

200

960
1020
1080
1140
1200
1280
1320
1380
1440
1500
1560
1820
1880
1740
1800
1660
1920
1980
2040
2100
21860
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880



gttgggaage
ct ggaaact a
cctt caggga
gcagettgaa
ggal ggaggt
gecligatttt
gagget geet
agaat tgett
tct acaaaca
t t ggaaggcet
gat cacacca
gaaaaaagaa
tcacteatte
ctiggtgett
cagagtccac
gcl gt cggaa
gccectgeag
tcgggcictg
agggpagaag
cact gcageg
geet caget g
tact ccaatt
gacagat gac
ggcecgttta
ttigeeecte
azt aaaat ga
gogt ggogea
¢ggt gggct ¢
acgegecect g
ct acactigce
cgltcgecgg
gtgctttacg
calcgeeetg
gactcttgtt

aagggatttt

t agacactgc
ggcaaggage
ccetigactce
tgagaat atc
gagticcttt
ggat gaaagg
gggcgeagag
gagccct gga
tttaaaaaaa
gagocgggag
ctgcact cca
aaal aat gag
attcattcat
goggetgetg
tcect gt agg
gctgteetge
ct geatgt gg
ggageccagg
ggtcttgeta
acctccigtt
cteccactceg
t cet ccgagg
cagettgata
aacccgct ga
ceceegt geet
ggaaattgeca
ggacagcaag
1atggett et
1agcggegea
cagcgeeoct a
ctitceecegt
gcacctcgac
atagacggtt
ccaaact gga

gccgatttcg
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cceect acat
aaagecagea
cceggget gt
actgtccecag
tteetttttd
gagaatgat ¢
gct cacgt ct
gtttcagace
tt agt caggt
gat cgecttga
gcctcagtga
ggct gt atgg
tcattcaaca
aggggcagga
tcgggeagea
ggggecagge
at aaageegt
t gagt aggag
aggagt acag
ftctcettgg
ascaat cact
azaget gaag
icgaattatce
1cagcctcga
1cett gacee
tcgeattgte
ggggaggati
gaggcggaaa
1t aagcgegg
gcgeceget ©
caagcictaa
cccaaaaaac
ittecgocett
acaacactca

gcetatt got

aggaat aagt
gat cct acgyg
gigcatttca
acaccaaagt
tlecctttetl
gagggaaagg
al aat cccag
aacct aggea
gaagt ggt gc
gcccaggaal
cagagt gagg
aatacatteca
agtcttattg
gagagagggt
ggccgt agaa
cctgttggte
cagt ggeet
cggacactte
gaaci gtccg
cagaaggaag
get gacact t
ct gt acacag
cat cacactg
ctgtgeetic
t ggaaggt gc
t gagt aggt g
gggaagacaa
gaaccagct g
cgagt gt got
ctttegettt

at cgagggcet

ttgattaggg
tgacgttgga
accctatcte

1 agaaaat ga

27

¢t gat ggece
cct gt gggee
gacggget gt
tfaatttctat
it ggagaat ¢
1 aaaat ggag
gcigagal gg
gcat agt gag
at ggt gat ag
1t gaggcet ge
cocctgtcica
ttattcaltc

cataccttct

gacat gggt ¢

gtctggeagy
aactcttcce

cgecagectca
tgcttgocet
tattcettee
ccat cicecee
t ccgecaaact
gggaggect g
geggeeget ¢
t agtt gccag
cact cccact
tcattctatt
t agcaggcat
gggct ct agg
ggttacgege
cttececettooe
ccetttagog
tgatggttca
gtccacgtte
ggtctat t ct
gctgaittaa

caaaccal ac
agggccagag
gct gaacact
gcct ggaaga
tcatitgcga
cagcagagat
ccgagat ggg
atcceceate
t cccagat at
agt gagct gt
aaagagaaaa
act cact cac
gt1tget cag
agct gacice
gcet ggecect
agccgt ggga
cecactct get
ttct gt aaga
ctttetglgg
t ccagat geg
cttcecgagte
caggacaggg
gagt ct agag
ccatctgttg

gtcctttect
¢t gggggat g
gctgaggat g
gggt at cece
agcgt gaccg
fitctegeca
ttcegattta
cgt agl gggce
tttaatagtg
tttgatttat

cagsaagttta

2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3260
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



acgcgaatta
agcaggcaga
cecagget co
agt cecgecce
gcccceat gge
gct attccag
gggagettgt
gat t gaacaa
ctat gactgg
gcaggggege
ggacgaggca
cgacgtigie
ictcctgtca
gegget geat
cgagcgagea
gcal cagggg
cgaggatecte
cegettit et
agcgt t gget
cgtgetttac
cgagttette
ccat cacgag
ttcegggacg
caccccecaact
ttcacaaata
gtatcitatc
tagetgttte
agcat aaagi
cget cact ge
caacgegegg
t cget geget
cggttatcea
aaggccagga
gacgagcalc

attctgtgga
agt at gcaaa
ccagcaggca
ctaact cege
tgactaattt
aagt agt gag
atatccattt
gat ggatige
gcacaacaga
coggttcettt
gecgegget at
act gaagcgg
tclcacctig
acgcltgate
cgtact cgga
ctcgegecag
gt cat gacce
ggaticatcg
acccgtgata
ggt at cgecg
t gagegggac
atticgatte
cegget ggat
tgtttattge
aagecattttt
at gl ct gt at
ctgigtgaaa
gt aaagcctg
cegettteca
ggagaggcgag
cggtegitcg
cagaat cagg
accqgt aaaaa

acaaaaat cg
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atgtgtgtca
gcat geat ¢t
gaagt at gca
ccat ccecgee
tittttatita
gaggcttiti
tcggatctga
acgcaggttc
caatcggel g
ttgtcaagac
cgtgget gge
gaagggact g
ctcetgecga
cggct accl g
tggaagccgg
ccgaactgtt
al ggcgat ge
act gt ggeceg
ttgect gaaga
ctececegattc
tctgoggite
cacegeeges
gat cct ecag
agcl t at aat
ttcact gcat
accgt cgace
ttgttatceg
00gt gect aa
gt cgggaaac
tttgcgtatt
gct geggega
ggat aacgca
gagecgegtig

acgcet caagt

gt tagggt gt
caattagica
aagcat gecat
cctaaclccg
{ gcagaggec
t ggaggect a
t caagagaca
t ccggecget
ctetgat geo
cgacct gt cc
cacgacggge
getgetattg
gaaagt atcc
ceeattcgac
tcttgtcgat
cgccagget ¢
ctgeitgecyg
getgggt gt g
gctt ggegge
geagegeat ¢
gaaat gaccg
1tcta1gaaa
cgcggggat ¢
ggt t acaaat
tctagtigtyg
t ct aget aga
ctcacaattce
t gagt gaget
ct gt cgt gee
gggegel et
gecggt al cag
ggaaagaaca
ctogegttti
cagagygt gge

28

ggaaagtccc
gcaaccaggt
ct caat t agt
ccecagttceg
gaggecgeat
ggcttitgea
ggat gaggat
tgggt ggaga
geegtgttce
ggt gcect ga
gticcttgeg
ggcgaagt ge
atcatggetg
cagcaagcga
caggat gate
aaggegegea
aatatcatgg
geggaccget
gaatggget g
gecettetate
accaagegac

gottgggcett

't cat get gga

azagcaal ag
gtitgtccaa
gettggegta
cacacaacat
aact cacat t
agectgecatta
cegettecte
ctcact caaa
t gt gagcaaa
t ccat aggcet

gaaacccgac

caggct ccce
gt ggaaagt c
cagcaaccat
cccattcice
ctgeetctga
aaaagct ccc
cgtttcgeat
ggctattcgg
ggct gt cage
at gaactgca
cagct gt get
cggggcagga
at gcaatgcg
aacat cgcat
t ggacgaaga
t geceecgacgg
t ggaaaat gg
al caggacat
accgettcot
gecttcttga
gececaacctg
cggaatcgtt
gttcttegee
cat cacaaat
act cat caat

atcat ggtca

acgagccgga -

aattgegttg
at gazt cgge
get cact gae
ggcgglaata
aggccagecaa
ccgececcect

aggact at aa

5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
€000
6060
6120
6180
6240
6300
8360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
68840
6900
6460
7020



10

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

agat accagg
cttaccggat
cgct gt agot
cceocegttc
gt aagacacg
t at gt aggcg
acagtatttg
tcttgatccg
acgcgcagaa
cagt ggaacg
acctagatcc
acttggtctg
tttcgttcat
t1accatctg
ttatcagcaa
tccgecteca
aatagtttge
ggt at gget t
ttgtgcaaaa
geagtgtt at
gt aagat gct
cggcgaccga
actitaazag
ccgetgttga
tttacttteca
ggaat aaggg
agcatttatic

aaacaaat ag

5
7022
ADN

cgtttceceee
acct gt cege
atctcagttc
agcecegaccg
act t at cgcc
gt gct acaga
gt at ¢t gcge
gcaaacaaac
aaaaaggatc
aaaact cacg
ttttaaatia
acagttacca
ccat agttge
gceceagtge
t aaaccagce
t ccagt ctat
gcaacgt t gt
cattcageic
aageggttag
cact cat ggt
1ttctgtgac
gttgetcttg
t gct cat cat
gat ccagttc
ccagcgttte

cgacacggaa

agogitattg
gggt tcegeg

Secuencia artificial

vector XOGC/dhfr

5

gacggal ¢cgg gagat ccgac at gat aagat acatigatga gtttggacaa accacaacta
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1ggaagct ce
cittctecct
ggt gt aggtc
cigegectta
actggcagcea
gttcttgaag
t ct get gaag
caccgct ggi
t caagaagat
tt aagggatt
aaaat gaagt
atgcitaate
ct gact ccce
tgcaatgata
agccggaagg
taattgttge
t gcecatt got
cggttcccaa
ctecttegot
t at ggcagca
1 ggt gagt ac
cceggegtca
t ggaaaacgt
gat gl aaccc
t gggt gagea
atgitgaata
tct cat gage

cacatttccc

ctcgt geget
t cgggaagceg
gttcgcetccea
1 ccggt aact
gccactggta
1 ggt ggecct a
ccagttacct
agcgottttt
cctttgatct
ttggtcatga
Lttaaatcaa
agt gaggcac
gt cgt gt aga
ccgcgagace
gccgagegea
cgggaaget a
acaggcat cg
cgat caagge
cctccgatcg
ctgcat aatt
t caaccaagt
atacgggata
tcttcgggge
act cgtgcac
aaaacaggaa
ct cat act ¢t
ggat acat at

cgaaaagt ge

29

ctcetgiice
1ggecgetttc
agct gggcetg
atcgtettga
acaggattag
act acggecl a
1 cggaaaaag
ttgtttgecaa
tttctacggg
gatt at caaa
t ct aaagt at
ct at ci cagc
t aact acgat
cacget cacce
gaagl ggl ¢¢
gagt aagt ag
t ggt gt cacg
gagitacatg
1t gt cagaag
ctcttact gt
cal tclgaga
ataccgcgec
gaaaactctc
ccaacigate
ggcaaaat gc
fcecitttteca
i t gaat gt at

cacct gacgt

gaccct geeg
tcat aget ca
tgt gcacgaa
gt ccaacccg
tagagcgagg
cact agaaga
agttggtagce
gcagcagat t
gt ct gacget
aaggatcttc
at at gagt aa
gatcigtcta
acgggaggge
ggct ccagat
tgcaacttta
ttcgeccagtt
ctegtegttt
at ccceoceatg
t aagt 1 ggcce
cat gecatce
atagtgtatg
acat agcaga
aaggatctia
ttcageatct
cgcasaaaag
atattattga
tt agaaaaat

c

7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8621

60



gaatgcagt g
ccatt at aag
ttcagggaga
ctgattatga
aat t aaaaag
cct gt gt gga
ggt t acagaa
gt aaat agca
caattctgaa
atgtt gagag
gttttcctea
ct aaaat aca
atttaccita
gtaaggttcc
tagetttagg
gacttcaaac
ttclgggaga
ttcetgeatg
gt aaacageaa
ttcadt aagt
ttctitgapt
aggaat ggag
agaggttgtg
gtctecgitc
aaccalgatg
tt ggegegea
tacaalclige
ggt cgetgag
ttgcal gaag
at at acgegt
agttcatage
ct gaccgecece
gecaat aggg
ggcagl acat

at ggecegece

azaaaaat gc
ct gcaat aaa
ggl gt gggag
tcictagtca
ct aaaggl ac
gt aagaaaaa
tattiticeca
aagcaagcaa
ggaaagt cct
t cagcagt ag
1 t aaaggcat
caaacazlla
gagctttaaa
ttcacaaaga
aggggageag
ttatacttga
agitliatatt
atccttgtca
ctgeetecga
ct1aaggcat
tctetactga
aaccaggttt
gtcattettt
ttgccaat ce
gctagcgggga
al cgeagecec
tctgatgceg
t agt gcgcga
aatctgetta
t gacat t gat
ccat at at gg
gacgacccces
actttccatt
caagtgtatc

tggcattatg
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tttatttgtyg
caagtt aaca
gttttttaas
aggcactata
acaattttig
acagtatgtt
taatitlctt
gagttctatt
tgoggatcttc
ccteatcate
tccaccactg
gaat cagt ag
tctctgtagg
t ccaaageca
agaacttgaa
tgecttttte
lcceecaaatc
caaagagt ct
¢t al ccaaac
cat ccaaact
gaact atatt
tcct acccat
ggaagt act t
ccatatittg
taaaat ccta
1 gaget gt gg
cal agt1aag
gcaaaaitta
gggt1 aggeg
tattgactag
agtt cegegt
gceeallgac
gacglcaat g
at at gccaag

ccecagt acat

aaattigtga
acaacaattg
gcaagt aaaa
cat caaat at
agcatagita
atgattataa
gt at ageagt
act aaacaca
tacctitcte
act agat ggc
cteccattcea
tttaacacat
tagtttgtce
gcaaaagt co
agcatcttee
ctcet ggace
aatttetggy
gaggt ggcot
catgt et act
tttggcaaga
aattctgtce
aat caccaga
gaactegtte
ggacacggcg
cecagectica
at et ccegat
ccagtatetg
agct acaaca
ttttgegetg
ttattaatag
t acat aactt
gtcaataatg
ggtggagt at
t acgceceect

gaccttatgg

30

tgctaltgel
cattcatttt
cetctacaaa
1¢ettattaa
1taat ageeg
ctgitatgce
gcagcititi
gcat gacica
{tcttititg
atticticig
1cagttceat
latacacita
aattatgica
catggictta
tgttagtett
t cagagagga
aaaaacgt gi
ggttgaitca
ttacttgeca
adaigagctc
tttaaaggtc
tictgtttac
cigagcggag
acgat gcagt
cget aggat t
cccet at ggt
ctcectgett
aggcaaggct
cttegegatg
taatcagita
acggt aaat g
acgtatgtte
ttacpgt aaa
at t gacgt ca

gactttccta

ttatttgtaa
atgtttcagg
tgtggtatgg
ccectttaca
acactetatg
tacttataaa
ccittgtggl
aaaaacttag
gaggagt aga
agcaaaacag
aggt t ggaat
aaaattttat
caccacagaa
t aaaaat gea
tettetegta
cgeetgggt a
cact l{ caaa
tggcttcctg
attceggttg
cicgigolag
gattcttctc
cttccactga
gccagggt ag
t caal ggt cg
gcegl caagt
gcact et cag
gligtgttgga
t gaccgacaa
t acgggecag
cggggt catt
gccogect gg
ccat agl aac
ctgcecactt
at gacggtaa
cttggeagta

120
180
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
1520
1980
2040
2100
2160



catctacgta
gegtgoat ag
gagtttgttt
atigacgcaa
gct aact aga
gaccceaagcet
tgecagatatc
gtgt caccta
atctgttgtt
cctttcctaa
9999091949
t ggggat gcg
gt at cgecac
cgt gaccgcet
t et cgeceacg
ccgatt1agt
t agt gogeea
t aat agli gga
tgatttataa
aaaattiaac
ggct ccecag
ggaaagi cce
gcaaccat ag
cattctecge
gccot ot gage
aagel ceeygy
tttcgeatga
ctattcggcet
ct gt cagege
gaact gcagg
get gt get g
gggcaggat ¢
gcaat gegge
cat cgecat cg

ttagtcatcg
cggt ttgact
t ggcaccaaa
atgggegata
gaacccactg
t ggt accgag
cat cacactg
aat getl agag
tgeceoct ceco
t aaaat gagg
gtggggcagg
gtgggetcta
gegecctgta
acacttgcca
tt cgoegget
getttacage
t egccet gat
cictigitce
gggattttge
gcgaal t aat
caggcagaag
cagget ccee
t cecgecoccet
cccal ggetg
tattccagaa
gagett gt at
t1gaacaaga
at gact ggge
aggggegecce
acgaggrage
acgtigtcac
tcetgteate
gget geat ac

agcgagcacg
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ctattaccat

cacggggat t
at caacggga
ggcgtgtacg
cttact gget
ctcggatcca
geggeeget ¢
ctcgetlgate
ccatgectte
aaattgcatc
acagcaaggg
tggcttctga
geqggegeat t
gcgeccl age
tteccceogtca
acct cgacece
agacggtttt
aaact ggaac
cgatttcgge
t c1 gt ggaat
t at gcaaage
agcaggcaga
aactccgecce
actastttti
gt agt gagga
atceatttte
tggattgcac
acaacagaca
ggttcttttt
gegget ateg
tgaagcggga
tcacctiget
gcttgatceg
tactcggatg

ggtygatgegg
tccaagtole
cittccaaaa
gt gggaggl ¢
t at cgaaatt
cl agt aacgg
gagcat goat
agcct cgact
cttgaccctg
gcattgtctg
ggaggattgg
ggcggaaaga
2ageqgceggcg
gceeget cet
agot ct aaat
caaaaaactt
tcgeeettig
aacact caac
ctattggtia
gt gt gt cagt
atgcatctca
agt at gcaaa
at ccecgeceec
tttatttatg
ggctitttitg
ggatctgatc
gcaggttctc
al cgget get
gi caagaccg
1t ggct ggeea
agggact ggc
cct goeecgaga
gct acet goe

gaagceggtc

31

t1ttggcagt
caceccattg
t gt cgt aaca
tatat aagca
aat acgact ¢
cegeceagt gt
ct agagggece
gtgecticta
gaaggt geca
agt aggtglc
gaagacaata
accagel ggg
agt gt got g9
ttcgettitet
cgggaget ce
gattagggtg
acgit ggagt
cctatctcgg
aaaaal gage
taggat gatgg
att agt cage
geat geat ct
t aact ccgec
cagaggeega
gaggcctagg
aagagacagg
cggeegettg
¢t gat geege
acct gl ccgg
cgacgggegt
tgctattogg
aagt at ccat
cattcgacca

ttgtcgatca

acat caat gg
acgt caat gg
act cegeece
gagctectetg
act at aggga
getggaatte
ctattctata
gttgccagee
ctcccact gt
attctattct
gecaggeat ge
get et agogg
ttacgcgeag
tcocttcett
ctitagggtt
atggitcacg
ccacgttott
tctatteottt
tgatttaaca
aaagt cccca
aaccaggt gt
caattagtca
cagttccgece
ggecgect ct
cttttgcaaa
at gaggat cg
ggt ggagagg
cgtgttcegg
t gccet gaat
t cctigegea
cgaagt geeg
cat ggct gat
ccaagecgaaa

ggatgatctg

2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3080
3120
3180
3240
3300
3380
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3200
3860
4020
4080
4144
4200



gacgaagagc
cecgacggeog
gaaaat ggecce
caggacal ag
cgecticoteg
cttcttgacg
ccaacctgec
gaatogittt
tcttegeeea
tcacaaattt
t cat caat gt
catggtcat a
gagccggaag
ttgegtt geg
gaat cggeca
{cactgactc
cggt agt acg
gccageaaaa
geeceeet ga
gact at aaag
ceet geeget
at agct cacg
t gcacgaacc
ccaacceggt
gagcgaggl @
ct agaagaac
ttggtagete
agcagcagat
got ct gacge
aaaggalctt
tat at gagt a
cgatclgtet
tacgggaggg
cggct cecaga

ctgcaacttt

at caggggct
aggat ct cgt
getttictgg
cgltggectac
tgcttlacgg
agticitcig
at cacgagal
ccgggacgec
ceccaacitg
cacaaat aaa
alcitatcal
getgtitcct
cat aaagt g1
¢l cacigcece
acgegegaog
gctgocget cg
gitateccaca
ggccaggaac
cgagcat cac
at accaggeg
t accggat ac
ct gt aggt at
cccegitcag
aagacacgac
t gt aggcgot
agt attt ggt
tlgatccgge
tacgegeaga
t cagt ggaac
cacctagatc
aactt ggtct
alttcgttca
cttaccat ct
titatcagca

at ccgect 6o
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cgegecagec
cgl gacccat
at1cat cgac
ccglgatatt
{ at cgoceget
agcgggact ¢
ftcgattcca
ggct goat ga
1ttattgeag
geatttrttt
gtctgt atac
gtgtgaaatt
aaageci ggg
getttccagt
agaggcgot 1
gt cgttecgge
gaat cagggg
¢gt aaaaagg
aazaaat cgac
ttiecceeetg
ct gtccgect
ctcagttcgy
cecgaceget
ttategecac
gct acagagt
at ct gegete
aaacaaacca
aaaaaaggal
gaaaactcac
cttttaaatt
gacagttace
tccatagitg
ggccecagig
at aaaccage

atccagtcta

gaactgttcg
ggcgat gecet
t gt ggeecqgge
gct gaagagce
cccgatt cge
tgogott cga
ccgecgecet
t cct ceaqgeg
ct tat aatgg
cactgceatte
cgtcgacctc
gttatccget
gtgectaat g
cgggaaacct
tgegt attgg
t gcggegage
at aacgeagy
cegegatt get
get caagtca
gaagct ccct
ttectcectte
t gt aggt cgt
gegectlate
t ggcageage
tcttgaagtg
t gct gaagee
cegelggl ag
ct ¢aagaaga
gt t aagggat
aaaaat gaag
aat gct t aat
cclgactcee
ct gcaat gat
cagccggaag

ttaattgtto

32

ccaggelcaa
gcltgecegaa
tgggtgtgge
ttggegogega
agcgeat cge
aat gaccgac
¢t al gaaagg
cggggatetc
ttacaaataa
1agttagtlggl
1agect agage
cacaat tceca
agt gagct aa
gt cgt gecag
gcgectctitce
ggt at caget
aaagaacat g
ggcgttittrte
gaggt ggcga
cgt geget ct
gggaagegt g
t cget ceaag
cggt aact at
cact ggt aac
gtggcctaac
agttacette
cgatogtttt
teetttgate
tttggtcatg
ttttaaatca
cagt gaggca
cgl egt gt ag
accgcgagac
ggccgagege
ccgggaaget

ggcgegeat g
tatcatggtg
ggaccgcet at
at gggcet gac
cttctatecge
caagegacge
ttgggettcg
at get ggagt
agcaat agca
t1gtecaaac
ti{ggegt aat
cacaacat ac
ctcacattaa
ctgcatt aat
get i cet cge
cact caaagg
I gagcaaaag
cat aggel cc
aacccgacag
cetgtteega
gcgetttete
cigggeigtg
cgt cttgagt
aggat t agca
t acggct aca
ggaaaaagag
tttgtttgea
tt1tctacgg
agattatcaa
atctaaagta
cctatctcag
al aact acga
ccacget cac
agaagtggtc
agagtaagta

4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520

5580

56840
5700
5760
5820
5880
5340
6000
6060
6120
6180
6240
6300



10

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

gttcgecagt
gctegt gt
gatcccccat
gt aagtt ggc
tcatgccatc
aat agt gt at
cacaf agcag
caaggatctt
cttcageatc
ccgcaaaaaa
aatattattg
ttt agaaaaa

te

iaatagittg
t ggt at ggct
gttgtgcaaa
cgecagtgtta
cgt aagat ge
geggegaceg
aactttaaaa
acecgetgttg
itttacttic
gggaat aagg
aagecatitat

1aaacagata

6

6422

ADN

Secuencia artificial

vector X1GC/dhfr

6
gacggat cgg gagat ccatt
ggccgaggec gect ot goct

cctaggettt
t cccaaaat a
ticaagt act
att al gggt a
att aat at ag
aaaagtttgg
atggtttgoa
ctcagact ¢t
attgatttgg
gaggaaaaag
aat gaccgac
¢t at gaaagg

cggggatctc
ttacaaat aa

t gcaaaaagc
1 ggogat t gg
t ccaaagaat
ggaasacctg
ttctcagtag
atgat geett
1agt cggagg
tt gt gacaag
ggaaat at aa
gcat caagta
caagcgacge
ttgggettceg
at gct ggagt

agcaat agca

ES 2366 061 T3

cgecaacgttig
tcaltcaget
aaagcggita
tcact cat gg
tittctgtga
agttget et t
gtgctcatca
agat ccagt1
accagegt it
gcgacacgga
cagggtiatt
ggggt t cege

ctcegeecea
ctgagct at t
tccocgggat g
caagaacgga
gaccacaace
gttctccatt
agaact caaa
aagacttatt
cagttctgtt
gat catgcag
acitctcecea
t aagtttgaa
ccaaccel gec
gaatcptttt
tcitcgecea

tcacaaatit

ttgccattge
ccggticcea
geciecticygy
ttat ggeage
¢ctggtgagta
geeeggegtc
t t ggaaaacg
cgat gt aace
ct gogt gage
aat gt t gaat
gt ctcat gag

gcacatttee

1ggct gacta
ccagaagt ag
gttcgaccat
aacctaccet
tcitcagigg
cct gagaaga
gaaccaccac
gaacaaccgg
1accaggaag
gaat tt gaaa
gaat acccag
gt ct acgaga
at cacgagat
ccgggacgcec
ceeccaacttg

cacaaat aaa

33

t acaggcat¢
acgat caagg
tcecteegate
act gcat aat
ctcaaccaag
aat acgggat
ttctticgggg
cacl cgtgca
aaaaacagga
actcal actc
cggat acata

ccgaaaagt g

attttittita
t gaggaggcet
t gaact gcat
ggccet ceget
aaggt aaaca
atcgaccttt
gaggagct ca
aat t ggcaag
ccat gaat ca
gt gacacgt t
gocgtcetete
agaaagact a
ttcgattceca
ggct ggat ga
tttattgeag
geatttttit

giggt gt cac
cgagt t acat
gtigtcagaa
tcicttactg
tcattictgag
aat accgege
cgaaaact ct
cccaact gat
aggcaaaatg
ttecettitte
tittgaaigta

ccaccl gacg

tttatgecaga
tttttggagg
cgtcgeceal g
caggaacgag
gaatctggig
aaaggacaga
ttttcr1gee
t aaagt agac
accaggccac
titccecagaa
t gaggt ccag
acaggttecga
ccgeegeett
tcctccageg
ctt at aat gg

cactgecatte

6360
6420
6480
6540
6600
6660
68720
6780
6840
6500
6980
7020
7022

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960



L agt t gt ggt
ctatggtgea
ccigettglg
caaggelitga
cgegat gt ac
tcaatt acgg
gt aaat ggec
tatgttccca
cggt aaactg
gacgt caat g
tttectactt
t ggcagt aca
cecattgacg
cgt aacaact
at aagcagag
acgact cact
t cogat ccac
cgagt ct aga
gccatct gt t
fgtecttice
1c1ggggagt
tgct ggggat
ggggt al cce
cagegt gace
cttictegee
gttccgattt
acgt agt ggg
ct1taatagt
ttitgattta
acaaaaat tt
ccaggcet coe
1 gt ggaaagt
| cagcaacca

gecceattcetce

t1gtccaaac
ctctcagtac
tgttggaggt
ccgacaattg
gggccagat a
ggt catt agt
cgeclggetg
t agt aacgee
cceacttgge
acggt aaatg
ggecaqgt acat
t caat gggeg
L caat gggag

ccgeccceat
ct ct ctgget
at agggagac
tagtccagtg
gggceegt ti
gtttgeecct
t aat amaatg
a9agt gggge
gcogt gaget
cacgegecct
get acacitg
acgticgecg
agtgetttac
ccat cgeecet
ggactctigt
t aagggat t 1
aacgcgaal t
cagcaggeag
ccccagget e
t agt cccgee

cgeceecal gg

ES 2366 061 T3

tcat caal gt
aatctget ct
cgcl gagt ag
cat gaagaat
t acgegitga
tcat agcecea
accgeccaac
aat agggact
agtacalcaa
geeegect gg
ctacgtatta
t ggat agegy
tttgtittgg
gacgcaaat g
aact agagaa
ccaaget gge
1ggt ggaat t
aaacccget g
ccceegt gec
aggaaattge
aggacagcaa
ctatggetic
gt agcggege
ccagecgeeel
gctttceceeg
ggcacctcga
gat agacqggt
t ccaaactgg
tgcegattte
aattectgtgyg
aagt at gcaa
cccageagge
cctaactceg

ctgact aatt

atcttatcat
gat gcegeat
t gcgcgagea
ctgcettagog
cattgattat
t at at ggagt
gacceeegec
ttccatt gac
gtgtatcata
cattat gece
gtcatcgeta
titgactcac
caccaaaate
ggcgal agge
cecact gett
tagegtitaa
ctgcagat at
at cagcct cg
ttccttgace
at cgeatt gt
g9gggaggat
t gaggcggaa
altaagcgceg
agegeetget
tcaagetcta
ccccaaaaaa
ttttcgeeoct
aacaacactc
ggect al t gg
aatgtglgic
agcat gecatc
agaagt at gc
cecal ceege

ttttttattt

34

gl clgggat e
agttaagceca
aaal t1aagc
ttaggcgl ti
tgactagita
l1eccgegitae
catlgacgtc
gt caat ggal
1gccaagtac
agt acatgac
1taccat ggt
ggggatitce
aacgggact
giglacgglg
act ggct t at
acttaagett
ccagcacagt
act gt geet
ctggaaggtg
ci gagt aggt
tgggaagaca
agaaccagct
gcgggt gt gg
ccttteogett
aat cgggggce
cttgattagg
ttgacgttgg
aaccct at ct
ttaaaaaalyg
agl1agggtg
tcaattagtc
aaagcatgca
ccet aact ce

at gcagaggc

t ccegat cec
gtatetgete
t acaacaagg
tgeget gett
it taat agt aa
ataacttacg
aat aat gacg
ggagtatita
geccectatt
citat gggac
gatgeggt it
aagt ¢t ccac
tccaaaal gt
ggaggi ct at
tgaaatt aat
ggt acegage
ggcggecgcel
clagtigeea
ccactcceac
gtcatictat
atageaggea
ggggclctag
tggttacgeg
tettccoite
tecctitagg
gtgat ggttc
agt ccacgtt
cggtctatte
agclgattta
t ggaaagt cc
agcaaccagg
tctcaattag
gececeagttcee

cgaggeegec

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1820
1880
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
27860
2820
2880
2940
3000



tctgeelcetg
aaaaagetce
tegtttcgea
aggctattcg
cgget gl cag
aal gaactge
gecaget gt ge
ccggageagg
gat gcaat ge
aaacat cgca
ct ggacgasg
at geccgacg
gt ggaaaat g
t at caggaca
gaccgctice
cgcecttcttg
cgcccaacct
1t cggaal ¢gt
agttcticge
gcat cacaaa
aactcatcaa
aatcatggtc
t acgagccgg
taattgecgtt
aat gaat cgg
cgcet cactga
apggeggt aat
aaggccagea
fcecgececcee
caggactat a
cgaccctgee
ctcal agete
gt gt gcacga
agi ccaacce

gcagagcgag

agctattcca
cgggagettg
t gat t gaaca
gctatgactg
cgeaggdacg
aggacgaggc
t cgacgtt gt
atcteetgte
ggeggetgea
{ cgagcgagce
agcat caggg
gcgaggat ct
gecegetttic
tagegtt ggo
tcgtgetitia
acgagtictt
gccat cacga
tttocegggac
ccaccccaac
Lt1cacaaat
tgtatcttat
atagetgtit
aagcat aaag
gcgctcacig
ccaacgcgey
ctecgetgege
acggttatce
aaaggecagg
t gacgagcat
aagat accag
gcttaccgga
acgct gt agg
accceeogtt

ggt aagacac

gt at gt agge

ES 2366 061 T3

gaagt agt ga
tat atccatt
agatggattg
ggcacaacag
cceggttetd
agcgeggcet a
cact gaageg
at ctcacett
tacget t gat
acgtact cgg
gct cgegeea
cgt cgl gace
tggattcatc
tacccgt gat
cgot al cgee
¢t gagcggga
gatttcgatt
gcegget gga
ttgttiattg
amagcatttt
catgtctgta
cctgt gt gaa
t gt aaageet
ccegettice
gggagaggey
tcggtcgttc
gcagaat cag
aaccgtiaaaa
cacaaagatc
geglttccee
tacctgtceg
tatctcagtt
cagecegace

gacttalcge

ggt gctacag

pgaggetiti
t1cgpatctg

cacgcaggtt
acaal cgget
tttgtcaaga
tcglggetgg
ggaagggact
gelcectgecyg
ccgget acct
at ggaageeq
gccgaact gt
cal ggegat g
gact gt ggcce
attgct gaag
gct ceegat
cict ggggt t
ccaccgeege
tgatcect cca
cagett ataa
tttcactgea
t accgt cgac
attgttatce
ggggt geeta
agt cgggaaa
gtttgegtat
ggcigeggeyg
gggat aacgce
aggecgegt t
gacgct caag
ctggaaget c
cctttetece
cggt gt aggt
getgegeet t
caclggcage

agticttgaa

35

t1ggaggect
at caagagac
¢t ceggeege
gcl ct gat ge
ccgacctgte
£cacgacggy
ggctget at t
agaaagtat¢
gcecattega
gtcttgtcga
tcgccagget
celgettgee
gget gagt gt
agct i ggegg
cgcagegceat
¢gaaat gace
ctictatgaa
gcgogaggat
1ggttacaaa
itetagttgt
ct ¢t aget ag
gctcacaatt
at gagt gage
cctotegt ge
t gggeget ct
agcggt at ca
aggaaagaac
geiggegt it
I cagaggt gg
cctcgtgege
ttcgggaage
cgttegetee
at ccggl aac

agccact ggt

gt ggt ggcet

aggctttige
aggsat gagga
1tgogt ggag
cgecgtgtic
cggltgeecctg
cgitectige
gggcgaagtg
cat cat gget
ccaccaageg
t caggat gat
caaggegege
gaalatcatg
ggcggaccege
cgaat ggget
cgecttct at
gaccaagcga
aggtt ggget
ctcatgctgg
t aaagcaat a
ggtttgtcea
aget t ggegt
ccacacaaca
taact cacat
cagctgeatt
iccgetteet
gct cact caa
at gt gagcaa
ttccat agge
cgaaacccga
tcteceigite
gt ggegettt
aagct ggget
tatcgtettg
aacaggatta

aact acggct

3080
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
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100



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

acact agaag
gagt t ggt ag
agcagcagat
ggt ¢l gacge
aaaggat ct t
tatatgagta
cgat ct gt ¢t
tacgggaggg
cgget ccaga
ctgecaacttt
gttecgeeagt
gctegt cgt t
gat cceccat
gt aagttgge
tcatgecatc
aat agt gt at
cacat agcag
caaggat cti
cttecageatc
ccgcaaaaaa
aatattattg
{ttagaaaaa

tc

7
1572
ADN

aacagtattt
ctcitgatce
t acgegeaga
t cagt ggaac
cacctagatc
gacttggtct
atticgtica
cttaccatct
tttatcagca
at ccgeetce
taalagtityg
t ggi at gget
gttgigcaaa
cgeagtgita
cgl aagat gc
gcggegaccg
aacittaaaa
accgctgitg
tittactttc
gggaat aagg
aagcatttat

t aaacaaat a

Secuencia artificial

maodulo x0GC/dhfr

7

ES 2366 061 T3

ggt atctgecg
ggcaaacaaa
aaaaaaggat
gaaaact cac
cttttaaatt
gacagttace
tccatagttg
gygccccagtyg
at asaccage
atccagtcta
cgcaacgtig
tcatt caget
aaageggtta
tcactcatgg
tittcigtga
agitgctett
gt gct cat ca
agat ccagtt
accagogttt
gcgacacgga
cagggitatt
9aggat1ccge

ctectgetgaa
ccaccgel gg
ct caagaaga
gtt aagggat
aaaaat gaag
aat gctt aat
cctgactcece
ct gcaat gat
cageccggaag
ttaatigtig
{tgecaltge
ccggt 1 ceca
gctcettecgg
ttat ggcage
ctggt gagl a
gcceggeglic
tt ggaaaacyg
cgal gt aacc
ct gggt gage
aat gt t gaat
gt ct cat gag

gcacatttcc

36

gccagttace
tagcggitit
teotttgatce
tttggteatg
ttttaaatca
cagt gaggca
cgtcgt gt ag
accgcegagac
ggccgagege
ccgggaagct
t acaggeat ¢
acgat caagg
tcct cegate
act gcal ast
ct caaccaag
aat acgggat
ttettegagg
cact cgtgca
aaaaacagga
act catactc
cggat acat a

ccgaaaagt g

tt cggaaaaa
ttigitigea
tt1tctacog
agattalcaa
at ct aaagta
cet at cfcag
at aact acga
ccacgel cac
agaagt gatc
agag! aagi a
gt ggigtcac
cgagitacat
gtt gl cagaa
tctcitactg
tecatictgag
aat accgcge
cgaaaact ct
cccaact gat
aggcaaaalyg
ttectttitc
tttgaatgta

ccacctgacg

5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
BOOO
6060
8120
6180
5240
6300
6360
6420
422



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

gacatgat aa
tgotttattt
aaacaagita
gaggtititi
t caaggcact

tacacaattt

aaaacagt at
ccataattit
caagagt t ct
ccttggggtc
t ageet cat ¢
cat t ccacca
t t agaat cag
aaat ct ot gt
agat ccaasag
cagagaact
tgatgccttt
atticecccaa
t cacaaagag
cgact at cca
catcat ccaa
t gagaact at
ttttcctace
tttggaagta
tccecat att
ggat aaaai ¢

ccct gagel g

8
988
ADN

gatacat1ga
gtgaaatttg
acaacaacaa
aaagcaagt a
at acat caaa

tt gagcat ag

gttatgatia
cttgtatage
attactaaac
itetaccttt
at cact agat
¢ got cccat
tagittaaca
aggtagittg
ccagcaaaag
gaaagcat ct
ttcctcetgg
atcaattict
1ctgaggigg
aaccatgtct
acttitggeca
attaattctg
cat aat cacc
c1tgaactcg
1t t gggacacg

ctaccagcecet

tg

Secuencia artificial

modulo x1GC/dhfr

8

ES 2366 061 T3

tgagtttgga
tgat gct att
ttgcattcat
aaacct ct ac
taticcttat

ttaltaatag

taactgttal
agt gcageti
acagcat gac
ctettetttt
gocatttctt
tcal cagttc
cattatacac
tccaattalg
tccecat ggtc
tcctgtiagt
acct cagaga
gggaaaaacg
cctggl t gat
actttacitg
agaaaat gag
tccttt aaag
agattctgtt
ttcet gageg
gcgacgat ge
t cacget agg

caaaccacaa
getttatttg
tttatgtttc
daatgtggta
taacceccttt

cagacact ¢t

gecctactt at
titecetitgt
t caaaaaact
t t ggaggagt
ct gagcaaaa
cataggttgg
ttasaaatit
t cacaccaca
1t at aaaaat
ctitcttcte
ggacgect gg
tglcactitc
tcatggette
cczattccgg
ctcctegtog
gtcgattctt
taccttccac
gaggcecaggg
agttcaatgg

attgcegtca

37

ct agaatgca
{ aaccat tat
aggt t caggg
tggctgatta
acaaattaaa

at gcctgt gt

aaaggt taca
got gt aaat a
tagcaat t ct
agaatgttga
caggitttce
aat ct aaaat
tatatttace
gaagt aaggt
gcat agct tt
gt agacitca
gtatlcltgag
aaattecetge
ct ggt aaaca
ligttcaata
tggitetttg
ctcaggaatg
t gaagaggt t
t aggl ot ceg

t cgaaccatg

agtitggege

gt gaaaaaaa
aagct gcaat
ggaggt gt gg
tgatctctag
aagct aaagg

ggagt aagaa

gaatatittt
gcaaagcaag
gaaggaaagt
gagt cagcag
t catt aaagg
acacaaacaa
ttagagettt
tccttcacaa
aggagggoag
aactt at act
ageagtttat
atgatcecttg
gaactgccic
agt ctt aagg
agitctctac
gagaaccagg
gtogteatte
1tetigeecaa
al ggcagegg
gaaal cgeag

60
120
180
240
300
360

420
480
540
600
860
720
780
840
900
960
1020
1080
1140Q
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1672



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

attetcegee
cct et gaget
aget ceeggg
t ggcaagaac
aatgaccaca
ctggitctec
t agagaactc

cliaagactt

aggcagitct
aaggat cat g
taaacttctc
gt at aagtit
cgcoccaacct
t cggaat cgt
agttcttege
gcat cacaaa

aact cat caa

9
1010
ADN

ccat gget ga
altccagaag
al ggt t cgac
ggaaacct ac
acctcttcag
attcctgaga
aaagaaccac

al t gaacaac

gtttaccagg
caggaattig
ccagaat acc
gaagt ct acg
geceat cacga
tttcecgggac
ccaccccaac
tttcacaaat

tgtatcttat

Secuencia artificial

modulo x3GC/dhfr

9

ES 2366 061 T3

ctaattttitt
t agt gaggag
cattgaactg
cet ggect cc
t ggaaggt aa
agaat cgace
cacgaggage

cggaat t gge

aagccat gaa
aaagt gacac
caggegt cot
agaagaaaga
gatttcgatt
geegget gga
ttgittattg
aaagcatttt

catgtetg

ttatttatge
gettttttgg
cat cgt cgee
gct caggaac
acagaatcig
11t aaaggac
tcattttcett

aagt aaagt a

t caaccagge
gittttceca
ctct gaggtc
ct aacaggt t
ccaccgeege
tgatcctcca
cagcitataa

tttcactgea

38

agaggcecgag
aggect aggce
gt gtcccaaa
gagtt caagt
gt gat t at gg
agaattaata
gccaaaagtt

gacatggitt

gacct cagac
gaaat t gat t
caggaggaaa
cgaaat gace
cttctatgaa
gcgcagogat
tggttacaaa

ttctaglitgt

gecgectetg
ttttgcaaaa
at at ggggat
act t ccaaag
gt aggaaaac
tagttct cag
tggat gat gc
ggat agt cgg

tctitgtgac
1 ggggaaat a
gaggcat caa
gaccaagcga
aggt t gggcet
ct cat gel gg
t aaagcaal a

ggtttgtcea

80
120
180

240

300
360
420
480

540
600
660
720
780
840
800
360
88



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

ctaact ccge
gcagaggecg
ggaggcct ag
cegl gt ceca
acgagttcaa
tggtgattat
acagaattaa
ttgccaaaag
t agacar ggt
gccacet cag
cagaaattga
1 ccaggagga
ttcgaaatga
gcctictatg
cagegeggog
aatggttaca

cattctagtt

10
1044
ADN

ccagttccge
aggeegect ¢
gcitttgeaa
aaat at gggg
gt acttccaa
§agt aggaaa
tatagitctc
tttggat gat
ttggatagte
actctttgtg
tttgoggaaa
aaaaggeat ¢
ccgaccaage
aaaggt t ggg
at ct cat gct

aat amagcaa

gtggtttgte

Secuencia artificial

modulo x6GC/dhfr

10
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ccattct cog
tgeet ct gag
aaagct cceg
at t ggcaaga
agaat gacca
acctggttct
agl agagaac
geell aagac
ggaggcagtt
acaaggat ca
tat aaacttc
aagt at aagt
gacgecccaac
cttcggaate
ggagttcitc
t agcat caca

caaactcate

cocccat gget
ctattccaga
ggatggitceg
acggaaaccet
caacctctte
ccattcctga
t caaagaacc
ttattgaaca
ctgtttacca
t gcaggaat 1
t cecagaat a
ttgaaglecta
ctgccat cac
gtittecagg
gcecacceea
aatiicacaa

aatgtatctt

39

gactaattit
agt agl gagg
accatt gaac
accct ggect
&gl ggaaggt
gaagaat cga
accacgagga
accggaattg
ggaagccal g
t gaaagtgac
cgeaggegtc
cgagaagaaa
gagatttcga
acgeoegget g
actigtttat
at aaagcatt

atcatgictyg

1tttatttat
aggetttttt
t gcat cgt cg
ccget cagga
aaacagaal ¢
cctttaaagg
gctcattitce
gcaagt aaag
aat caaccag
acgtttitcc
ctctet gagg
gact aacagg
ttccaccgcece
gatgatcctc
tgcagcett at
tttticactg
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cat agt cccg
t cegeccceat
tgagetatte
cccgggat gg
aagaacggaa
accacaacct
ttctccatte
gaact caaag
agacttattg
agitctgtit
at cat gcagg
cttctcecag
aagtttgaag
caacctgcca
aatcgtttic
c¢ttcgeeccac
cacaaaittc

catcaatgta

cecctaactc
ggct gact aa
cagaagt agt
ttcgaccatt
acctaccctg
cttcagtgga
ct gagaagaa
aaccaccacg
aacaaccgga
accaggaage
aatttgaaag
aat acccagg
t ¢t acgagaa
t cacgagatt
cgggacgccg
cccaactt gt
acaaat aaag

tcttatcatg
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cgeecat cee
tittitttat
gaggaggcet t
gaactgcate
gcet ceget e
aggt aaacag
tcgaccttta
aggagecl cat
at t ggcaagt
cat gaat caa
tgacacgttt
cgt cei ct ot
gaasagact aa
t cgaticcac
gct ggat gat
ttaltgcage
cattttttte

tetg

<210> 11
<211> 30
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> cebador dhfr-01
<400> 11

gogocoggga tggtt cgace at t gaact ge 30
<210> 12
<211> 34
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> cebador dhfr-02
<400> 12

caclt agaacdgttagt dtt ottt ¢t ogt agac
<210> 13
<211> 33
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> cebador x1GC
<400> 13

tcaggatcea tictcogcoe catggetgac taa 33

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

14
35
ADN

Secuencia artificial

gccect aact
1t atgcagag
t1ttggaggce
gt cgeeqgt gt
aggaacgagt
aatct ggt ga
aaggacagaa
titcttgeca
aaagt agaca
ccaggeccace
ttcccagaaa
gaggtccagg
caggttcgaa
cgeegecite
¢ct ccagege
tt at aat ggi

actgecattct

34

40

ccgeceagt t
gccgaggeceg
ctaggetitt
cccaaaat at
t caagt act t
ttatgggtag
ttaat at agt
aaagtitgga
tggtitggat
tcagactett
ttgatitggg
aggaaaaagg
at gaccgace
t at gaaaggt
ggggatctca

{ acaaat aaa

agttgtggtt

ccgeceattc
ceietgectce
gcaaaaagct
ggggatt ggc
ccaaagaat g
gaaaacct gg
tctcagt aga
fgatgectta
agl cggagge
t gt gacaagg
gaaat at aaa
cat caagt at
aagcgacgcec
t ggget t cgg
t gct ggagt t
gcaal agcal

t gt ccaaact

60
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180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
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<223> cebador x3GC
<400> 14
catggatoct aadcogooc agttcogocc at t ot 35
<210> 15
<211> 34
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> cebador x6GC
<400> 15
catggatece atagtoeccqgc coct aadt oo gooc 34
<210> 16
<211> 31
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> cebador X0GC
<400> 16
cgatggalce gacatgataa gat acat tgat 3
<210> 17
<211> 31
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> cebador XOGCRR
<400> 17
cgtiggatce acagcteagg gotgegatit ¢ 3
<210> 18
<211> 33
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> cebador Bl SVpAR
<400> 18
tcaggatcce agacatgata agatacattg atg 33
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REIVINDICACIONES
1. Un modulo de alta expresién inducible que comprende una secuencia nucleotidica que codifica una dihidrofolato
reductasa y una secuencia nucleotidica que esta ligada con la secuencia nucleotidica y codifica un promotor de
dihidrofolato reductasa del que se han eliminado una o mas secuencias CCGCCC repetidas.

2. El médulo de alta expresion inducible segun la reivindicaciéon 1, en el que el promotor de dihidrofolato reductasa
contiene una o cero secuencias CCGCCC repetidas

3. El mddulo de alta expresion inducible segun la reivindicacion 1, que tiene una secuencia nucleotidica cualquiera
seleccionada del grupo constituido por las representadas por las SEQ ID Nos. 7 a 10.

4. Un vector de expresion que comprende el médulo de alta expresion inducible de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3.

5. El vector de expresién segun la reivindicacion 4, que comprende adicionalmente un gen que codifica un
polipéptido fisiolégicamente activo.

6. El vector de expresion segun la reivindicacion 5, en el que el polipéptido fisiolégicamente activo es eritropoyetina
humana.

7. El vector de expresién segun la reivindicacion 6, que tiene una secuencia nucleotidica cualquiera de las
seleccionadas del grupo constituido por las representadas por las SEQ ID Nos. 1 a 4.

8. El vector de expresion segun la reivindicacion 4, que tiene una secuencia nucleotidica representada por la SEQ ID
No.506.

9. Una linea celular transformada con el vector de expresién de la reivindicacion 8.

10. La linea celular segun la reivindicacion 9, que tiene los nimeros de acceso KCTC10991BP o KCTC10992BP.
11. Una linea celular transformada con el vector de expresién de una cualquiera de las reivindicaciones 5a 7.

12. La linea celular segun la reivindicacion 11, que es una linea celular de CHO.

13. La linea celular segun la reivindicacion 12, en la que la linea celular de CHO es deficiente en el gen de
dihidrofolato reductasa.

14. La linea celular segun la reivindicacion 12, que tiene los nimeros de acceso KCTC10993BP, KCTC10994BP o
KCTC10995BP.

15. Un procedimiento de producciéon de una proteina recombinante que comprende las etapas de: (a) transformar
una linea celular animal con un vector de expresion que incluye un gen que codifica la dihidrofolato reductasa que
contiene un promotor del que se han eliminado parcial o completamente las secuencias CCGCCC repetidas y un
gen que codifica una proteina recombinante; y (b) cultivar la linea celular animal transformada en presencia de un
inhibidor de dihidrofolato reductasa.

16. El procedimiento segun la reivindicacion 15, en el que la proteina recombinante es eritropoyetina humana

17.El procedimiento segun la reivindicacion 16, que comprende adicionalmente purificar eritropoyetina que tiene un
alto contenido de acido sialico.

18. El procedimiento segun la reivindicacion 15, en el que el vector de expresion es un vector de expresién mostrado
enlaFIG. 1.

19.El procedimiento segun la reivindicacion 15 o 16, en el que la linea celular animal de la etapa (a) es una linea
celular de CHO deficiente en dihidrofolato reductasa.

20. El procedimiento segun la reivindicacion 15, en el que la linea celular animal transformada de la etapa (b) tiene
los nimeros de acceso KCTC10993BP, KCTC10994BP o KCTC10995BP.
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[Fig. 2]
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Nivel de expresion (ug/ml)
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[Fig. 4]
XOGC/EPO_24 pocillos
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Nivel de expresién (pg/ml)
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[Fig. 5]
X1GC/EPO_24 pocillos

)
a3
1

—
(9]
|

-
o
|

n
1

. MTX 20 nM
3

:

#1 #2 ¥3 #4 ¥5 F6 #T ¥8 IO HIOHNIFSRIIMARISEGH 1 TH# 1B 18520421822 #2324

Numero de muestra

47



ES 2366 061 T3

[Fig. 6]
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Nivel de expresién (pug/ml)
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(Fig. 7]
X6GC/EPO_24 pocillos
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[Fig. 10]
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