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DESCRIPCION
Plasmidos vectores de clonaciéon de ADN y procedimientos para su uso.
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere al campo de los plasmidos vectores de clonacion y al uso de plasmidos vectores
de clonacioén para construir constructos de ADN o transgenes.

Antecedentes de la invencion

El fundamento de la biologia molecular es la tecnologia de ADN recombinante, que en el presente documento se
puede resumir como la modificacion y la propagacién de acidos nucleicos con el propésito de estudiar la estructura
y la funcién de los acidos nucleicos y sus productos proteicos.

Los genes individuales, las regiones reguladoras génicas, las subpoblaciones de genes y, de hecho, los
cromosomas enteros dentro de los que estan contenidos los anteriores, estan todos ellos compuestos por
secuencias de nucleétidos bicatenarias antiparalelas que convencionalmente se identifican por las iniciales A, T, G
y C. Estas secuencias de ADN, asi como las secuencias de ADNc derivadas de las moléculas de ARNm, pueden
fragmentarse en fragmentos distintos, aislarse e insertarse en un vector, tal como un plasmido bacteriano, para
estudiar los productos génicos. Un plasmido es una pieza de ADN extracromosémico derivado originalmente de
bacterias y que se puede manipular y reintroducir en una bacteria huésped con el propésito de estudiar o producir
un producto génico. EI ADN de un plasmido es similar a todo el ADN cromosémico en cuanto a que estd compuesto
por los mismos nucleétidos A, T, G y C que codifican genes y regiones reguladoras de los genes, no obstante, es
una molécula relativamente pequefia compuesta por menos de aproximadamente 30.000 pares de bases o 30
kilobases (kb). Ademas, los pares de bases nucleotidicos de un plasmido bicatenario forma una molécula circular,
lo que también distingue al ADN del plasmido del ADN cromosémico.

Los plasmidos potencian el rapido intercambio de material genético entre organismos bacterianos y permiten la
adaptacion rapida a los cambios ambientales, tales como temperatura, suministro de alimentos u otros retos.
Cualquier plasmido adquirido debe expresar un gen o genes que contribuyan a la supervivencia del huésped o, de
lo contrario, el organismo lo destruird o desechara, dado que el mantenimiento de plasmidos innecesarios seria un
uso derrochador de los recursos. Una poblacion clonal de células contiene material genético idéntico, incluidos
todos los plasmidos que podria alojar. El uso de un plasmido vector de clonacién con un inserto de ADN en tal
poblacién clonal de las células huésped amplificara la cantidad disponible del ADN de interés. EI ADN clonado de
este modo se puede aislar y recuperar para su posterior manipulacion en las etapas requeridas para construir un
constructo de ADN. Por tanto, se puede apreciar que los plasmidos vectores de clonacién son herramientas Utiles
en el estudio de la funcién génica.

Mientras que algunos elementos encontrados en los plasmidos son naturales, otros se han producido mediante
ingenieria para potenciar la utilidad de los plasmidos como vectores de ADN. Estos incluyen genes de resistencia a
antibiéticos o a sustancias quimicas y un sitio de clonacién multiple (MCS) entre otros. Cada uno de estos
elementos tiene un papel en la presente invencién, asi como en la técnica anterior. La descripcion del papel que
desempefia cada elemento destacara las limitaciones y demostrara la utilidad de la presente invencion.

Un gen de transmision plasmidica particularmente uatil que puede adquirir un huésped es uno que conferiria
resistencia a antibiéticos. En la practica diaria de la tecnologia del ADN recombinante, los genes de resistencia a
antibioticos se explotan como elementos de seleccién positiva 0 negativa que potencian preferentemente el cultivo y
la amplificacién del plasmido deseado sobre los de los otros plasmidos.

Con el fin de que pueda ser mantenido por un huésped bacteriano, un plasmido también debe contener un
segmento de secuencias que dirigen al huésped a duplicar el plasmido. Las secuencias conocidas como el
elemento origen de replicacion (ORI) dirigen al huésped para usar sus enzimas celulares para hacer copias del
plasmido. Cuando tal bacteria se divide, cada una de las células hijas conservara una copia o copias de cualquiera
de dichos plasmidos. Ciertas cepas de la bacteria E. coli se han derivado para maximizar esta duplicacién de modo
que se producen mas de 300 copias por bacteria. De este modo, se puede potenciar el cultivo de un plasmido
deseado.

Otro elemento esencial en cualquier vector de clonacion es una localizacion para la insercion de los materiales
genéticos de interés. Este es un elemento sintético que se ha sometido a ingenieria dentro de plasmidos “salvajes”,
de modo que se confiere utilidad como vector de clonacién. Todo plasmido vector de clonacion tipico disponible
comercialmente contiene al menos una de estas regiones, conocida como sitio de clonacion multiple (MCS). Un
MCS normalmente comprende secuencias nucleotidicas que pueden fragmentarse por la accién de una sola o de
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una serie de enzimas endonucleasas de restriccion (en lo sucesivo denominadas "enzimas de restriccion"), cada
una de ellas tiene una secuencia de reconocimiento y un patrén de escision distintos. Las denominadas secuencias
de reconocimiento (que se denominan “sitios” de la enzima de restriccion) codificadas en la molécula de ADN
comprenden una secuencia palindromica bicatenaria. Para algunas enzimas de restriccion, bastan con sélo 4-6
nucleétidos para proporcionar un sitio de restriccion, mientras que algunas enzimas de restriccion reqmeren una

secuenma de 8 o mas nucledtidos. Por ejemplo, la enzima EcoR1 reconoce la secuencia hexanucleotidica; G-A-A-

TTC , en la que 5 indica el extremo de la molécula conocido por consenso como el extremo “anterior” vy,
asimismo, 3’ indica el extremo “posterlor” La hebra complementaria de la secuencia de reconocimiento seria su

3
hebra antiparalela, G-A-A-T-T- C- . Por tanto, el sitio de reconocimiento de doble cadena puede estar
representado dentro de la molécula bicatenaria mas grande en la que aparece como:

Como muchas otras enzimas de restriccién, EcoR1 no fragmenta exactamente en el eje de la simetria de la diada,
sino en posiciones alejadas cuatro nucleétidos en las dos hebras de ADN entre los nucleétidos indicados por una
II/II.

de modo que la molécula de ADN bicatenaria se fragmenta y tiene la configuracion resultante de nucleétidos en los
“extremos” recién formados:

Esta fragmentacion escalonada proporciona fragmentos de ADN con términos 5’ protruyentes. Dado que los pares
A-T y G-C se forman de modo espontaneo cuando estan cercanos, los extremos que protruyen como estos se
denominan extremos cohesivos o adhesivos. Uno cualquiera de estos extremos puede formar puentes de hidrégeno
con cualquier otro extremo complementario fragmentado con la misma enzima de restriccion. Dado que cualquier
ADN que contiene una secuencia de reconocimiento especifico se cortara del mismo modo que cualquier otro ADN
que contiene la misma secuencia, los extremos escindidos seran complementarios. Por tanto, los extremos de
cualquier molécula de ADN cortada con la misma enzima de restriccién “coinciden” entre si del mismo modo que
piezas adyacentes de un puzzle "coinciden”, y pueden unirse enzimaticamente. Es esta propiedad la que permite la
formacion de moléculas de ADN recombinantes y permite la introducciéon de fragmentos de ADN extrafio en los
plasmidos bacterianos o en cualquier otra molécula de ADN.

Otro principio general que se debe considerar al construir moléculas de ADN recombinante es que todos los sitios
de restriccién que se encuentren dentro de una molécula se cortardn con una enzima de restriccién concreta, no
sélo el sitio de interés. Cuanto mas grande es una molécula de ADN, mayor es la probabilidad de que vuelva a
aparecer cualquier sitio de restriccion. Suponiendo que todos los sitios de restriccién se distribuyen de forma
aleatoria a lo largo de una molécula de ADN aparecera un sitio tetranucleotidico, de media, una vez cada 4* (es
decir, 256) nucledtidos, mientras que un sitio hexanucleotidico aparecera una vez dada 4° (es decir, 4096)
nucledtidos, y los sitios octanucleotidicos apareceran una vez dada 4° (es decir, 114.688) nucledtidos. Por tanto, se
puede apreciar con facilidad que las secuencias de reconocimiento mas cortas apareceran con frecuencia, mientras
gue las mas largas apareceran rara vez. Al planificar la construccién de un transgen u otra molécula de ADN
recombinante, éste es un tema vital, ya que tal proyecto con frecuencia requiere el ensamblaje de varias piezas de
ADN de varios tamafos. Cuanto mas grandes son estas piezas, mayor es la probabilidad de que los sitios que se
desean usar aparezcan en varias piezas de los componentes de ADN, lo que dificulta la manipulacién, como
mucho.

En la presente memoria descriptiva, las enzimas de restricciéon frecuentes se denominan enzimas de restriccion
habituales y sus secuencias analogas se denominan sitios de restriccion habituales. Las enzimas de restriccion con
secuencias analogas superiores a 6 nucleodtidos se denominan enzimas de restriccién raras y sus sitios analogos
sitios de restriccion raros. Por tanto, las designaciones “raros" y "habituales” no se refieren a la abundancia o
disponibilidad relativa de una enzima de restriccion concreta, sino a la frecuencia de aparicion de la secuencia de
nucleétidos que constituyen su sitio de reconocimiento analogo dentro de cualquier molécula de ADN o fragmento
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aislado de una molécula de ADN o cualquier gen o su secuencia de ADN.

Recientemente se ha aislado una segunda clase de enzimas endonucleasas de restriccion denominadas enzimas
endonucleasas de anidaciéon (HE). Las enzimas HE tienen grandes sitios de reconocimiento asimétricos (12-40
pares de bases). Los sitios de reconocimiento de las HE son extremadamente raros. Por ejemplo, el HE conocido
como I-Scel tiene un sitio de reconocimiento de 18 pb (5'... TAGGGATAACAGGGTAAT ...3’), que se ha previsto que
sélo aparezca una vez cada 7 x 10" pares de bases de secuencia aleatoria. Este indice de aparicidn es equivalente
a solo un sitio en 20 genomas del tamafio del de los mamiferos. La rara naturaleza de los sitios HE incrementa
considerablemente la probabilidad de que un ingeniero genético pueda corta un producto transgénico final sin
alterar la integridad del transgen si los sitios HE estuvieran incluidos en localizaciones adecuadas en un plasmido
vector de clonacion.

Dado que una molécula de ADN de cualquier organismo fuente se cortara de forma idéntica mediante su enzima de
restricciébn analoga, las piezas de ADN extrafio de cualquier especie se pueden cortar con una enzima de
restriccion, insertada en un plasmido vector bacteriano fragmentado con la misma enzima de restriccion un
amplificado en una célula huésped adecuada. Por ejemplo, un gen humano puede cortarse por 2 sitios con EcoR1,
aislarse el fragmento con los extremos EcoR1 y mezclarse con un plasmido que también se corté con EcoR1 en lo
que se conoce habitualmente como reaccion de ligacién o mezcla de ligacion. En las condiciones adecuadas en la
mezcla de ligacion, algunos de los fragmentos génicos humanos aislados coincidirdn con los extremos de las
moléculas de plasmido. Estos extremos recientemente unidos se pueden unir y recircularizar enzimaticamente el
plasmido, que ahora contiene su nuevo inserto de ADN. Después, la mezcla de ligacidn se introduce en E. coli u
otro huésped adecuado, y los plasmidos recién sometidos a ingenieria se amplificaran a medida que la bacteria se
divide. De este modo se puede obtener un numero relativamente grande de copias del gen humano y se puede
recolectar de la bacteria. Estas copias de genes se pueden manipular adicionalmente con el propésito de
investigacion, andlisis o produccion de su producto génico proteico.

La tecnologia de ADN recombinante con frecuencia se enmarca en la generacion de los denominados “transgenes”.
Los transgenes con frecuencia comprenden una variedad de materiales genéticos que derivan de uno o0 mas
organismos donantes y se introducen en un organismo huésped. Normalmente, un transgen se construye usando
un vector de clonacién como el punto de partida o “estructura” del proyecto y se planifica una serie de complejas
etapas de clonacion para ensamblar el producto final dentro de dicho vector. Los elementos de un transgen, que
comprende secuencias nucleotidicas, incluyen, entre otros 1) promotor regulador y/o elementos de potenciacion, 2)
un gen que se expresard como una molécula de ARNm, 3) elementos de ADN que proporcionan estabilizacion del
mensaje del ARNm, 4) secuencias nucleotidicas que simulan regiones génicas intronicas de mamifero, y 5) sefiales
para el procesamiento del ARNm, tal como la cola de poli-A que se afiade al extremo de los ARNm naturales. En
algunos casos, un disefio experimental puede requerir la adicion de sefiales de localizacion para proporcionar
transporte al producto génico a una localizacion subcelular concreta. Cada uno de estos elementos es un fragmento
de una molécula de ADN mas grande que se ha cortado de un genoma donante o, en algunos casos, sintetizarse
en un laboratorio. Cada pieza esta ensamblada con las otras en un orden preciso y orientacion 5°-3’ en un plasmido
vector de clonacion.

El promotor de cualquier gen se puede aislar como un fragmento de ADN y colocarse dentro de una molécula
sintética, tal como un plasmido, para dirigir la expresion de un gen deseado, suponiendo que se pueden
proporcionar las condiciones necesarias para la estimulacion del promotor de interés. Por ejemplo, las secuencias
promotoras del gen de la insulina se pueden aislar, introducir en un plasmido vector de clonacién junto con un gen
indicador y usarse para estudiar las condiciones requeridas para la expresion del gen de la insulina en un tipo
celular adecuado. Como alternativa, el promotor del gen de la insulina puede unirse con la secuencia codificadora
de la proteina de cualquier gen de interés en un plasmido vector de clonacién y usarse para dirigir la expresion del
gen de interés en células que expresan insulina, suponiendo que todos los elementos necesarios estan presentes
dentro del transgen de ADN construido de este modo.

Un gen indicador es un componente particularmente Util de algunos tipos de transgenes. Un gen indicador
comprende secuencias nucleotidicas que codifican una proteina que se expresara bajo la direccion de un promotor
concreto de interés al que esta unido en un transgen, lo que proporciona una respuesta bioquimica medible de la
actividad promotora. Normalmente, un gen indicador es facil de detectar o medir frente al fondo de proteinas
celulares enddgenas. Genes indicadores de uso habitual incluyen, entre otros, los de LacZ, proteina fluorescente
verde y luciferasa, y otros genes indicadores, muchos de los cuales son bien conocidos para los expertos en la
técnica.

En los genomas bacterianos no hay intrones, pero se requieren para la formacién adecuada de moléculas de ARNm
en las células de mamifero. Por tanto, cualquier constructo de ADN para usar en sistemas de mamiferos debe tener
al menos un intron. Los intrones pueden aislarse a partir de cualquier gen de mamifero e insertarse en un
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constructo de ADN, junto con las sefales de corte y empalme adecuadas que permiten que las células de mamifero
escindan el intrén y realicen el corte y empalme de los extremos restantes del ARNm.

Un elemento de estabilizacion del ARNm es una secuencia de ADN que es reconocida por las proteinas de union
que protegen a algunos ARNm de la degradacion. La inclusién de un elemento de estabilizacion de ARNm con
frecuencia potenciara el nivel de expresion génica con respecto al ARNm en algunos tipos de células de mamifero
y, por tanto, puede ser Util en algunos constructos de ADN o transgenes. Un elemento de estabilizacion de ARNm
se puede aislar a partir de ADN o ARN natural o producirse de forma sintética para su inclusién en un constructo de
ADN.

Una sefial de localizacion es una secuencia de ADN que codifica una sefial proteica para la ruta subcelular de una
proteina de interés. Por ejemplo, una sefial de localizacion nuclear dirigird una proteina al nicleo; una sefial de
localizacion en la membrana plasmatica la dirigira a la membrana plasmatica, etc. Por tanto, una sefial de
localizacion se puede incorporar en un constructo de ADN para estimular la translocacién de su producto proteico a
la localizacion subcelular deseada.

Una secuencia marcadora puede estar codificada en un constructo de ADN de modo que el producto proteico tenga
una region Unica unida. Esta regién Unica sirve como marcador proteico que puede distinguirla de su homdloga
enddgena. Como alternativa, puede servir como identificador que se puede detectar mediante una amplia variedad
de técnicas bien conocidas en la técnica, incluidas, entre otras, RT-PCR, inmunohistoquimica o hibridacién in situ.

Con un transgen complejo, o con uno que incluya regiones de ADN particularmente grandes, hay una mayor
probabilidad de que haya miltiples sitios de reconocimiento en estas piezas de ADN. Recuérdese que las
secuencias de reconocimiento que codifican un sitio hexanucleotidico cualquiera aparecen cada 4096 pb. Si una
secuencia promotora tiene 3000 pb y un gen de interés de 1500 pb se debe ensamblar en un vector de clonacién de
3000 pb, es estadisticamente muy probable que muchos sitios de 6 o0 menos nucleétidos no sean Utiles, ya que
todos los sitios que se pueden usar deben aparecer en sélo dos de las piezas. Ademas, los sitios deben aparecer
en las areas adecuadas de las moléculas adecuadas que se deben ensamblar. Ademas, la mayoria de los
proyectos de clonacién necesitaran la adicién de elementos de ADN adicionales, de modo que se incrementa la
complejidad de la molécula en crecimiento y la probabilidad de repeticién inoportuna de cualquier sitio concreto.
Dado que cualquier enzima de restriccion cortara en todos sus sitios en una molécula, si reaparece un sitio de
enzima de restriccion se cortardn todos los sitios inoportunos junto con los sitios deseados, lo que altera la
integridad de la molécula. Por tanto, cada etapa de clonacién debe planearse cuidadosamente de modo que no
rompa la molécula en crecimiento al cortarla con una enzima de restriccién que ya se ha usado para incorporar un
elemento precedente. Y, por ultimo, cuando un investigador desea introducir un transgen completo en un organismo
de mamifero, el constructo del transgen completamente ensamblado con frecuencia debe linealizarse en un sitio de
restriccion Unico en al menos un extremo del transgen, de modo que se requiere otro sitio Unico mas que no se
encuentra en ningln otro lugar en el constructo. Dado que la mayoria de los constructos de ADN estan disefiados
para un proposito sencillo, se ha prestado poca atencidon a cualquier modificaciéon futura que podria necesitar
hacerse, lo que incrementa ain mas la dificultad para cambios experimentales futuros.

Por ejemplo, Goderis y col. (Plant Molecular Biology 50: 17-27, 2002) se refiere a un conjunto de vectores realizado
para la construccién de vectores de transformacion vegetales mediados por Agrobacterium que contienen multiples
casetes de expresion y/u otros elementos, tales como regiones de fijacion a la matriz. Este conjunto de vectores
comprende un vector binario que tiene un sitio de clonacion multiple constituido por 13 sitios de restriccion
hexanucleotidicos, 6 sitios de restriccibn octanucleotidicos y 5 sitios para endonucleasas de anidacion, y un
conjunto de vectores auxiliares que permiten el ensamblaje de los casetes de expresion flanqueados por los sitios
para las endonucleasas de anidacién. Los casetes de expresion unidos en los vectores auxiliares se pueden
transferir al vector binario.

Tradicionalmente, el disefio y la construccién del transgen consumen cantidades significativas de tiempo y energia
por varios motivos, incluidos los siguientes:

1. Hay una amplia variedad de enzimas de restriccion y de HE disponibles que generaran una serie de extremos, no
obstante, la mayoria de ellos no son compatibles entre si. Muchas enzimas de restriccion, como la EcoR1, generan
fragmentos de ADN con extremos 5' cohesivos protruyentes o "colas"; otras (p. €j., Pstl) generan fragmentos con
colas protruyentes en 3', mientras que otras mas (p. €j., Ball) fragmentan por el eje de simetria para producir
fragmentos con extremos romos. Algunas de éstos seran compatibles con los extremos formados mediante escision
con otras enzimas de restriccion y HE, pero la mayoria de los (tiles no lo seran. Los extremos que se pueden
generar con el aislamiento de cada aislamiento de fragmento de ADN deben considerarse cuidadosamente en el
disefio de un constructo de ADN.

2. Los fragmentos de ADN necesarios para ensamblar un constructo de ADN o transgen deben aislarse primero de
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sus genomas fuente, introducirse en plasmidos vectores de clonacion y amplificarse para obtener cantidades utiles.
La etapa se puede realizar usando cualquier nimero de vectores de clonacién disponibles comercialmente o
alterados de forma individual. Cada uno de los plasmidos vectores de clonacion diferentes disponibles
comercialmente se desarrollaron, en su mayor parte, de forma independiente y, por tanto, contienen diferentes
secuencias Y sitios de restriccion para los fragmentos de ADN de los genes o elementos génicos de interés. Por
tanto, los genes deben ajustarse individualmente para adaptar cada uno de estos vectores segun sea necesario
para cualquier conjunto dado de experimentos. Con frecuencia se necesitara alterar adicionalmente los mismos
fragmentos de ADN con frecuencia para los experimentos posteriores 0 su clonacién en otras combinaciones para
nuevos constructos de ADN o transgenes. Dado que cada constructo de ADN o transgen esta fabricado a medida
para una aplicaciéon concreta sin pensar o conocer cédmo se usard a continuacion, con frecuencia se debe
“retroajustar” para las aplicaciones siguientes.

3. Ademas, la secuencia de ADN de cualquier gen o elemento genético dado varia y puede contener sitios de
restriccion internos que la convierten en incompatible con los vectores disponibles en la actualidad, de modo que se
complica la manipulacion. Esto es especialmente cierto cuando se ensamblan varios fragmentos de ADN en un
Unico constructo de ADN o transgen.

Por tanto, existe la necesidad de un sistema que permita al usuario ensamblar rapidamente una serie de
fragmentos de ADN en una molécula, a pesar de la redundancia de los sitios de restriccién encontrados en los
extremos y dentro de los fragmentos de ADN. Dicho sistema podria también proporcionar un simple medio para
alterar rapidamente los extremos de los fragmentos, de modo que a ellos se afiaden otras secuencias de
restriccion. La inclusién de pares Gnicos u opuestos de sitios de restriccion para HE potenciaria la probabilidad de
tener sitios Unicos para la clonacién. Un sistema que también permitiria la facil sustitucién o eliminaciéon de uno o
mas de los fragmentos, afiadiria un nivel de versatilidad actualmente no disponible a los usuarios. Por tanto, un
“sistema modular”, que permita insertar o eliminar fragmentos de ADN dentro o fuera de las regiones “casete”,
flanqueadas por sitios de restriccion raros dentro del vector de clonacién, seria especialmente Util y bienvenido al
campo de la tecnologia de ADN recombinante.

Breve resumen de la invencién

La presente invencion se refiere a un plasmido vector de clonacién, en el que los elementos secuencias que
codifican una estructura molecular comprenden: Tres sitios de restriccion habituales Gnicos y no variables, un sitio
cebador oligonucleotidico en 5, un sitio de endonucleasas de anidacién Unico en orientacién directa, un par de
sitios de restriccion habituales, Unicos y no variables flanqueando secuencias nucleotidicas aleatorias, una
agrupacion fija de sitios de restriccion raros no variables, que definen una porcion 5 de un modulo promotor,
secuencias nucleotidicas aleatorias, una agrupacion fija de sitios de restriccién raros no variables que definen una
unién compartida entre una posicion en 3’ relativa al médulo promotor/intrén, y una posicion en 5’ relativa a un
moédulo de expresién, secuencias nucleotidicas aleatorias, una agrupacion fija de sitios de restriccién raros no
variables que definen una unién de una posicién en 3’ relativa al médulo de expresion, y una posicién en 5’ relativa
a un modulo de regulacion en 3, secuencias nucleotidicas aleatorias, una agrupacion fija de sitios de restriccién
raros no variables que definen una posicion en 3’ relativa a un modulo de regulacién en 3’, un par de sitios de
restriccién habituales Unicos y no variables que flanquean secuencias nucleotidicas aleatorias, un sitio de
endonucleasas de anidacion Unico de orientacidon opuesta, que es el mismo sitio de endonucleasas de anidacion
que el situado en 3’ del sitio cebador oligonucleotidico en 5’, un sitio cebador oligonucleotidico en 3’ de orientacién
opuesta, y cuatro sitios de restriccion habituales Unicos y no variables que definen un sitio de insercién en 3'.

Breve descripcién de las figuras
La FIGURA 1 es un mapa lineal del concepto modular de la invencién.
La FIGURA 2 es un mapa del plasmido de acoplamiento.

La FIGURA 3 es un mapa de restriccion lineal que ilustra un ejemplo de sitios de enzimas de restriccion que se
pueden incluir en el MCS del plasmido de acoplamiento.

La FIGURA 4 es un mapa del plasmido de acoplamiento primario no reivindicado.

La FIGURA 5 es un mapa de restriccién lineal que ilustra un ejemplo de sitios de enzimas de restriccion que se
pueden incluir en el MCS del plasmido de acoplamiento primario no reivindicado.

La FIGURA 6 es un mapa del plasmido vector lanzadera P no reivindicado (SVP).

La FIGURA 7 es un mapa del sitio de restriccion lineal que ilustra un ejemplo de sitios de enzimas de restriccion
que se pueden incluir en el MCS del SVP no reivindicado.
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La FIGURA 8 es un mapa del plasmido vector lanzadera E no reivindicado (SVE).

La FIGURA 9 es un mapa del sitio de restriccion lineal que ilustra un ejemplo de sitios de enzimas de restriccion
que se pueden incluir en el MCS del SVE no reivindicado.

La FIGURA 10 es un mapa del vector lanzadera 3’ no reivindicado (SV3).

La FIGURA 11 es un mapa del sitio de restriccion lineal que ilustra un ejemplo de sitios de enzimas de restriccion
que se pueden incluir en el MCS del SV3 no reivindicado.

Breve descripcion de los listados de secuencia
La SEC ID 01 es un ejemplo de una secuencia nucleotidica para un MCS del plasmido de acoplamiento PE3 .
La SEC ID 02 es un ejemplo de una secuencia nucleotidica para un plasmido de acoplamiento PE3 .

La SEC ID 03 es un ejemplo de una secuencia nucleotidica para un MCS del plasmido de acoplamiento primario no
reivindicado.

La SEC ID 04 es un ejemplo de una secuencia nucleotidica para un plasmido de acoplamiento primario no
reivindicado.

La SEC ID 05 es un ejemplo de una secuencia nucleotidica para un MCS del plasmido SVP no reivindicado.
La SEC ID 06 es un ejemplo de una secuencia nucleotidica para un plasmido SVP no reivindicado.

La SEC ID 07 es un ejemplo de una secuencia nucleotidica para un MCS del plasmido SVE no reivindicado.
La SEC ID 08 es un ejemplo de una secuencia nucleotidica para un plasmido SVE no reivindicado.

La SEC ID 09 es un ejemplo de una secuencia nucleotidica para un MCS del plasmido SV3 no reivindicado.
La SEC ID 10 es un ejemplo de una secuencia nucleotidica para un plasmido SV3 no reivindicado.
Definiciones de términos usados para describir la i nvencion

Como se usa en la presente memoria descriptiva, las expresiones “vector de clonacion” y “plasmido vector de
clonacion ” se usan de forma intercambiable para hacer referencia a una molécula de ADN circular que contiene,
como minimo, un origen de replicaciéon, un medio para la seleccidn positiva de las células huésped que alojan el
plasmido, tal como un gen de resistencia a antibidticos; y un sitio de clonacion multiple.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, la expresion “Origen de Replicacion” (ORI) se refiere a
secuencias nucleotidicas que dirigen la replicacion o duplicacién de un plasmido dentro de una célula huésped.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, la expresion “Sitio de clonacion multiple” hace referencia a
secuencias nucleotidicas que comprenden sitios de restriccién con el proposito de clonar fragmentos de ADN en un
plasmido vector de clonacién.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, la expresion “clonacion” se refiere al procedimiento de ligar una
molécula de ADN en un plasmido y transferirla a una célula huésped adecuada para su duplicaciéon durante la
propagacion del huésped.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, la expresion “constructo de ADN” se refiere a una molécula de
ADN sintetizada mediante etapas consecutivas de clonacion dentro de un plasmido vector de clonacion y
normalmente se usa para dirigir la expresién génica en cualquier célula huésped adecuada, tal como células
cultivadas in vitro o un ratén transgénico in vivo. También se puede hacer referencia a un transgen usado para
fabricar dicho ratbn como un constructo de ADN, especialmente durante el periodo de tiempo cuando se disefia y
sintetiza el transgen.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, la expresion “vector lanzadera” se refiere a un vector de clonacién
plasmidica especializado usado en la invencién para fabricar una molécula intermedia que modifique los extremos
de un fragmento de ADN.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, la expresion “plasmido de acoplamiento” se refiere a un plasmido
vector de clonaciéon especializado usado en la invencion para ensamblar fragmentos de ADN en un constructo de
ADN.
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Como se usa en la presente memoria descriptiva, las expresiones “endonucleasa de restriccion” o “enzima de
restriccion” se refieren a un miembro o miembros de una clasificacion de moléculas cataliticas que se unen a una
secuencia analoga de ADN y escinden la molécula de ADN en una localizacion precisa dentro de dicha secuencia.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, las expresiones “secuencia analoga” o “secuencias analogas” se
refieren a la serie minima de nucle6tidos requerida para que una enzima de restriccion se una a, y escinda, una
molécula de ADN o gen.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, la expresion “fragmento de ADN” se refiere a cualquier molécula
de ADN aislada, incluidos, entre otros, una secuencia codificadora de proteinas, un gen indicador, un promotor, un
potenciador, un intrén, un exén, una cola de poli-A, un sitio de clonacién multiple, una sefial de localizacién nuclear
0 una sefal de estabilizacion de ARNm, o cualquier otra molécula de ADN natural o sintética. Como alternativa, un
fragmento de ADN puede tener un origen completamente sintético, producido in vitro. Ademas, un fragmento de
ADN puede comprender cualquier combinacién de fragmentos aislados naturales o sintéticos.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, las expresiones “promotor génico” o “promotor” (P) se refieren a
una secuencia nucleotidica requerida para la expresion de un gen.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, la expresion “region potenciadora” se refiere a una secuencia
nucleotidica que no se requiere para la expresién de un gen diana pero que incrementara el nivel de expresion
génica en las condiciones adecuadas.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, la expresion “gen indicador” se refiere a una secuencia
nucleotidica que codifica una proteina util para monitorizar la actividad de un promotor de interés concreto.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, la expresion “dominio de modificacion de cromatina” (CMD) se
refiere a secuencias nucleotidicas que interaccionan con una variedad de proteinas asociadas con mantener y/o
alterar la estructura de la cromatina.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, la expresién “cola de poliA" se refiere a una secuencia de
nucleétidos de adenina (A) que normalmente se encuentran en el extremo de moléculas de AD” mensajero (ARNm).
Una sefial de cola de poliA se incorpora en los extremos 3’ de los constructos de ADN o transgenes para facilitar la
expresion del gen de interés.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, la expresion “intrén” se refiere a las secuencias nucleotidicas de
una regién no codificadora de proteinas de un gen que se encuentra entre dos regiones codificadoras de proteinas
0 exones.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, la expresion “regiéon no traducida" (UTR) se refiere a secuencias
nucleotidicas que abarcan la regién no codificadora de proteinas de una molécula de ARNm. Estas regiones no
traducidas pueden residir en el extremo 5’ (5" UTR) o el extremo 3’ (3' UTR) de una molécula de ARNm.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, la expresiéon “elemento de estabilizacién del ARNm” se refiere a
una secuencia de ADN que es reconocida por las proteinas de unién que se piensa que protegen a algunos ARNm
de la degradacién.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, la expresion “sefial de localizacion” (LOC) se refiere a secuencias
nucleotidicas que codifican una sefial para la ruta subcelular de una proteina de interés.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, la expresion “secuencia marcadora” (TAG) se refiere a
secuencias nucleotidicas que codifican una region proteica Unica que permite su deteccidén o, en algunos casos,
gue se distinga de cualquier homéloga endoégena.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, la expresion “sitio cebador” se refiere a secuencias nucleotidicas
gue sirven como moldes de ADN sobre los que los oligonucleétidos de ADN monocatenario se pueden hibridar con
el fin de iniciar secuenciacion de ADN, amplificacién por PCR y/o transcripcién de ARN.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, la expresion “gen selector de la expresiéon génica en el huésped”
(GEH-S) se refiere a un elemento genético que puede conferir resistencia o toxicidad a las células u organismos
cuando se tratan con un antibidtico o sustancia quimica adecuado.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, la expresion “brazo de recombinacion” se refiere a secuencias
nucleotidicas que facilitan la recombinacién homoéloga entre ADN transgénico y ADN gendmico. El éxito de la
recombinacion requiere la presencia de un brazo de recombinacion izquierdo (LRA) y un brazo de recombinacion
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derecho (RRA) que flanquean una regién de ADN transgénico que se va a incorporar en un genoma huésped
mediante recombinaciéon homdéloga.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, la expresion “pUC19" se refiere a un plasmido vector de clonacion
bien conocido para los expertos en la técnica y se puede encontrar en la base de datos NCBI Genbank con el
namero de registro L09137.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, la expresion “secuencias nucleotidicas aleatorias” se refiere a
cualquier combinacion de secuencias nucleotidicas que no duplican secuencias que codifican otros elementos
especificados como componentes de la misma molécula.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, la expresion “lnico” se refiere a cualquier sitio de endonucleasa
de restriccion o de endonucleasa de anidacién que no se encuentran en ningun otro lugar dentro de una molécula
de ADN.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion es un grupo de vectores de clonacion optimizados para reducir la cantidad de manipulacion
necesaria con frecuencia para ensamblar una variedad de fragmentos de ADN en un constructo de ADN o transgen
de novo. El vector primario, en la presente memoria descriptiva denominado plasmido de acoplamiento, contiene un
sitio de clonacion multiple (MCS) con 3 grupos de sitios de restriccion raros y/o de endonucleasas de anidacion
dispuestos en un patron lineal. Esta disposicidn define una arquitectura molecular que permite al usuario ensamblar
multiples insertos en un Gnico constructo de transgen sin alterar la integridad de los elementos de ADN ya
incorporados en el plasmido de acoplamiento en etapas de clonacidn previas.

Dos sitios de reconocimiento para al menos tres endonucleasas de anidacidon estan colocados en orientacion
opuesta para flanquear tres regiones modulares con el fin de crear un sitio aceptor de casete génico que no puede
autohibridar. Dado que los sitios de endonucleasas de anidacion son asimétricos y no palindrémicos, es posible
generar colas cohesivas protruyentes en 3' no complementarias introduciendo dos sitios de reconocimiento para
endonucleasas de anidacién en orientacion opuesta. Por tanto, la endonucleasa de anidacion I-Scel corta su sitio
de reconocimiento analogo indicado por “/".

5. TAGGGATAA/CAGGGTAAT..3,
3.ATCCC/TATTGTCCCATTA..5.

La colocacion inversa de un segundo sitio dentro de un MCS generaria dos colas protruyentes cohesivas no
complementarias:

5.. TAGGGATAA CCCTA...3
3'...ATCCC AATAGGGAT...5’

Esto es particularmente (til cuando es necesario subclonar transgenes mas grandes en un vector. Debido al
tamafo del inserto, es termodinamicamente mas favorable que un vector se autohibride en lugar de aceptar un
inserto grande. La presencia de colas no complementarias generadas por esta colocacion de sitios de restriccion
proporciona fuerzas quimicas que contrarrestan la inclinacién termodinamica para la autoligacion.

La naturaleza asimétrica de la mayoria de las colas protruyentes de endonucleasas de anidacion también crea una
potente herramienta de clonacion cuando se usa en combinacion con el sitio de la enzima de restriccion BstX | (5’
CCANNNNN/NTGG 3’). El dominio de secuencia neutra de BstX | se puede usar para generar extremos cohesivos
compatibles para dos colas protruyentes para endonucleasas de anidacion inversas, mientras impide la
autohibridacion.

BstX | (I-Sce | Fwd.) I-Sce | Directo I-Sce | Inverso BxtX I (I-Sce | Inv.)
5-CCAGATAA CAGGGTAAT//ATTACCCTGTTAT GTGG-3'
3-GGTC TATTGTCCCATTA/ITAATGGGAC AATACACC-%

Los vectores lanzadera no reivindicados contienen sitios de clonacién multiple con sitios de restriccion habituales
flanqueados por sitios de restriccion raros y/o de endonucleasas de anidacion. Los vectores lanzadera estan
disefiados para clonar fragmentos de ADN en los sitios de restriccion habituales entre los sitios raros. Los
fragmentos clonados pueden liberarse posteriormente mediante escision por el sitio o sitios de restriccién raros o de
endonucleasas de anidacion e incorporarse en el plasmido de acoplamiento usando el mismo sitio o sitios de
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restricciéon raros o de endonucleasas de anidacion encontrados en los vectores lanzadera.

Por tanto, al contrario que los vectores de clonacién convencionales, el disefio del MCS permite insertar “casetes” o
médulos de fragmentos de ADN en las regiones modulares del plasmido de acoplamiento. Asimismo, cada uno se
puede eliminar con facilidad usando las mismas enzimas de restriccién raras y/o de endonucleasas de anidacion y
sustituirse con cualquier otro fragmento de ADN de interés. Esta caracteristica permite que el usuario cambie la
direccion de un proyecto experimentar rapida y facilmente sin tener que reconstruir todo el constructo de ADN. Por
tanto, los plasmidos vectores de clonacion de la presente invencion permiten que el usuario clone un fragmento de
ADN en un vector intermedio, usando sitios de restriccion habituales, creando un médulo aceptor de casetes vy,
después, transferir dicho fragmento al punto modular deseado en el constructo final mediante los sitios de
restriccién raros. Ademas, permite futuras alteraciones en la molécula para sustituir modulos individuales en el
plasmido de acoplamiento con otros médulos casete. Las descripciones siguientes destacan las distinciones de la
presente invencion en comparacion con la técnica anterior.

Los componentes individuales de un transgen (el potenciador del promotor P, la proteina expresada E y/o la region
reguladora en 3' 3) se pueden ensamblar como mddulos transferidos desde vectores lanzadera al plasmido
estacion de acoplamiento PE3. Si se necesitan mayores 6rdenes de complejidad, los transgenes ensamblados, u
otras secuencias nucleotidicas, pueden transferirse a un plasmido de acoplamiento primario. Cada uno de los cinco
tipos de plasmidos vectores de clonacion se explicard con méas detalle para proporcionar conocimientos de los
componentes incorporados en cada uno, comenzando con el plasmido estacion de acoplamiento PE3 mas
complejo y el plasmido de acoplamiento primario.

El plasmido de acoplamiento PE3 (FIGURA 2) comprende una estructura de pUC19 con las modificaciones
siguientes, en las que las secuencias se numeran de acuerdo con el archivo de secuencias del pUC19 Genbank,
numero de registro L09137:

1. En el plasmido de acoplamiento sélo se usan las secuencias de 806 a 2617 (Afl3-Aat2),
2. El sitio BspH1 en 1729 en el pUC19 esta mutado de TCATGA a GCATGA

3. Elsitio Actl en 1493 en el pUC19 esta mutado de AACGTT a AACGCT

4. Elsitio Acll en 1120 en el pUC19 esta mutado de AACGTT a CACGCT,

5. El sitio Ahd1 en pUC19 esta mutado de GACNNNNNGTC a CACNNNNNGTC,

6. Las secuencias que codifican BspH1/I-Ppo 1/BspHL1 se insertan en el Gnico sitio restante BspH1 en el pUC19
tras la etapa de mutacion 2 en la lista anterior.

El sitio de clonacion mdltiple (MCS) en el plasmido de acoplamiento PE3 (FIGURA 3) comprende los siguientes
elementos secuenciales, en el orden enumerado:

1. Tres sitios de restriccién habituales Unicos y no variables que definen un sitio de insercién en 5’ para el
vector pUC19 mutado descrito en lo que antecede (por ejemplo, Aat Il, Blp | y EcoO109 1),

2. Un sitio cebador de T7.
3. Un sitio Unico para endonucleasas de anidacion (por ejemplo, I-Scel (orientacion directa)),

4. Un par de sitios de restriccion habituales Unicos y no variables que flanquean secuencias nucleotidicas
aleatorias que pueden servir como un moédulo aceptor del dominio de modificacion de cromatina (RNAS-CMD-1)
(por ejemplo, Kpn 1y Avr II),

5. Una agrupacion fija de sitios de restriccion raros no variables que definen la porciéon 5’ del médulo promotor
(por ejemplo, AsiS |y SgrA 1),

6. Secuencias nucleotidicas aleatorias que pueden servir como un mddulo aceptor de promotor/intron (RNAS-
P),

7. Una agrupacion fija de sitios de restriccion raros no variables que definen la union compartida entre la
porcion 3’ del médulo promotor/intron y la porcion 5’ del médulo de expresion (por ejemplo, Pacl, Ascl y Mlul),

8. Secuencias nucleotidicas aleatorias que pueden servir como un médulo aceptor de expresion (RNAS-P),
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9. Una agrupacion fija de sitios de restriccion raros no variables que definen la unién de la porcion 3’ del
moddulo de expresion y la porcion 5' del médulo regulador en 3’ (por ejemplo, SnaB I, Not | y Sal I),

10. Secuencias nucleotidicas aleatorias que pueden servir como un médulo aceptor del dominio regulador en
3’ (RNAS-3),

11. Una agrupacion fija de sitios de restriccién raros no variables que definen la porcién 3' del mddulo
regulador 3’ (por ejemplo, Swa |, Rsr Il y BsiW 1),

12. Un par de sitios de restriccién habituales Gnicos y no variables que flanquean una secuencia nucleotidica
aleatoria de ADN que puede servir como un médulo aceptor del dominio de modificacién de cromatina (RNAS-
CMD-2) (por ejemplo, Xho | y Nhe 1),

13. Un sitio Unico de endonucleasas de anidacion en orientacion inversa que es idéntico al del punto 3, en lo
gue antecede,

14. Un sitio cebador de T3 en orientacion inversa, y

15. Cuatro sitios de restriccion habituales Unicos y no variables que definen un sitio de insercion en 3’ para el
vector pUC19 mutado descrito en lo que antecede (por ejemplo, BspE |, Pme |, Sap | y BspH ).

El plasmido de acoplamiento primario no reivindicado (FIGURA 4) se puede usar para ensamblar dos transgenes
completados que se construyen primero en los plasmidos de estacion de acoplamiento PE3 no reivindicados, o dos
brazos de homologia necesarios para construir un transgen dirigido al gen, o para introducir dos tipos de elementos
de seleccidn positiva 0 negativa. El sitio de clonacién multiple (MCS) en el plasmido de acoplamiento primario
(FIGURA 5) comprende los siguientes elementos secuenciales, en el orden enumerado:

1. Dos sitios de restricciéon habituales Unicos y no variables que definen un sitio de insercién en 5’ para el vector
pUC19 mutado descrito en lo que antecede (por ejemplo, Aat I, y Blp 1),

2. Un sitio cebador de M13 Rev.,

3. Un par de sitios Unicos de endonucleasas de anidacién en orientacion opuesta que flanquean una secuencia
nucleotidica aleatoria de ADN que puede servir como modulo aceptor del gen selector en la expresion del
genoma del huésped (RNAS-GEH-S1) (por ejemplo, PI-Scel (orientacién directa) y PI-Scel (orientacion
inversa)),

4. Un sitio de restriccion habitual Gnico y no variable que permite la clonacion de un médulo del vector
lanzadera posterior al par de endonucleasas de anidacion (por ejemplo, Eco0109I),

5. Una agrupacion fija de sitios de restriccion raros no variables que definen la porciéon 5 de un médulo del
brazo de recombinacion izquierdo (por ejemplo, SgrA 1y AsiS I),

6. Secuencias nucleotidicas aleatorias que pueden servir como mdédulo aceptor del brazo de recombinacion
izquierdo (RNAS-LRA),

7. Una agrupacion fija de sitios de restriccion raros no variables que definen la porcién 3’ del médulo aceptor
del brazo de recombinacion izquierdo (por ejemplo, Pacl, Mlul, y Ascl),

8. Un sitio Unico para endonucleasas de anidacion (por ejemplo, I-Ceu | (orientacion directa)),

9. Un par de sitios de restriccion habituales Gnicos y no variables que flanquean una secuencia nucleotidica
aleatoria de ADN que puede servir como un modulo aceptor del dominio de modificacion de cromatina (RNAS-
CMD-1) (por ejemplo, Kpn I'y Avr I1),

10. Un sitio cebador de T7,

11. Un par de sitios BstX | Gnicos en orientacidn opuesta (en los que la regién nucleotidica variable en el sitio
de reconocimiento de BstX | esta definido por nucleoétidos idénticos a las colas no complementarias generadas
mediante la ordenacién de dos sitios de reconocimiento de endonucleasas de anidacién idénticos dispuestos en
orientacion complementaria-inversa; por ejemplo, PI-Scel (orientacién directa) y PI-Scel (orientacion inversa))
que flanquean una secuencia nucleotidica aleatoria de ADN que puede servir como un modulo aceptor del
transgen completo (RNAS-PE3-),
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12. Un par de sitios Unicos de endonucleasas de anidacion en orientacion opuesta que flanquean una
secuencia nucleotidica aleatoria de ADN que puede servir como un modulo aceptor del transgen complejo
(RNAS-PES3-2) (por ejemplo, I-Scel (orientacion directa) y I-Scel (orientacion inversa)),

13. Un sitio cebador de T3 en orientacién inversa,

14. Un par de sitios de restriccién habituales Gnicos y no variables que flanquean una secuencia nucleotidica
aleatoria de ADN que puede servir como un médulo aceptor del dominio de modificacién de cromatina (RNAS-
CMD-2) (por ejemplo, Xho | 'y Nhe 1),

15. Un sitio Unico de endonucleasas de anidacién en orientacion inversa que es idéntico al del punto 8, en lo
gue antecede,

16. Una agrupacion fija de sitios de restriccion raros no variables que definen la porcién 5 de un médulo del
brazo de recombinacién derecho (por ejemplo SnaB |, Sal | y Not 1),

17. Secuencias nucleotidicas aleatorias que pueden servir como un moédulo aceptor del brazo de
recombinacion derecho (RNAS-RRA),

18. Una agrupacion fija de sitios de restriccion raros no variables que definen la porcién 3’ del médulo aceptor
del brazo de recombinacion derecho (por ejemplo, Rsr I, Swa | y BsiW 1),

19. Un sitio de restriccion habitual Gnico y no variable que permite la clonacién de un mdédulo del vector
lanzadera antes del par de endonucleasas de anidacion (por ejemplo, BspE 1),

20. Un par de sitios Unicos de endonucleasas de anidacion en orientacion opuesta que flanquean una
secuencia nucleotidica aleatoria de ADN que puede servir como moédulo aceptor del gen selector en la expresion
del genoma del huésped (RNAS-GEH-S2) (por ejemplo, PI-Psp | (orientacién directa) y PI-Psp | (orientacion
inversa)),

21. Un sitio cebador directo de M13 colocado en orientacion inversa,

22. Tres sitios de restriccion habituales Unicos y no variables que definen un sitio de insercién en 3’ para el
vector pUC19 mutado descrito en lo que antecede (por ejemplo, Pme |, Sap | y BspH I).

Tres plasmidos vectores de clonacién no reivindicados se conocen como vectores lanzadera. Los vectores
lanzadera , como el PE3 y los plasmidos de acoplamiento primarios , también se construyen a partir de una
estructura de pUC19. Como PE3 vy los plasmidos de acoplamiento primarios , cada vector lanzadera tiene las
mismas modificaciones en la estructura de pUC19 indicadas como de 1 a 6, en lo que antecede. Los vectores
lanzadera (SV) individuales se identifican como promotor/intron (P) del vector lanzadera, expresion (E) del vector
lanzadera y regulador en 3' (3) del vector lanzadera: en lo sucesivo SVP, SVE y SV3, respectivamente. Cada uno se
describe méas a fondo a continuacion.

Vector lanzadera P (SVP):

SVP es un plasmido vector de clonacién que se puede usar para preparar secuencias promotoras e intrones para
ensamblar dentro de un constructo de transgen (FIGURA 6). Un ejemplo de un plasmido SVP puede comprender
los siguientes elementos secuenciales en el MCS (FIGURA 7) en el orden enumerado:

1. Dos sitios de restriccién habituales Unicos y no variables que definen un sitio de insercién en 5’ para el vector
pUC19 mutado descrito en lo que antecede (por ejemplo, Aatll, y Blpl),

2. Un sitio cebador de T7,

3. Un sitio de restriccion habitual Gnico y no variable que permite la clonacion eficiente de un médulo del vector
lanzadera posterior al sitio cebador de T7 (por ejemplo, Eco0109I),

4. Una agrupacion fija de sitios de restriccion raros no variables que definen la porcién 5’ del mdédulo promotor
(por ejemplo, AsiSl y SgrAl),

5. Un MCS variable que comprende cualquier agrupacién de sitios de restriccion habituales o raros que son
Unicos del vector lanzadera (por ejemplo, la serie de sitios de restriccion ilustrada en la FIGURA 7),

6. Una agrupacion fija de sitios de restriccion raros no variables que definen la porciéon 3’ del médulo promotor
(por ejemplo, Pacl, Ascl y Miul),
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7. Un sitio de restriccion habitual Gnico y no variable que permite la clonacion eficiente de un médulo del vector
lanzadera anterior al sitio cebador de T3 (por ejemplo, BspEl),

8. Un sitio cebador de T3 en orientacion inversa, y

9. Dos sitios de restriccion habituales Unicos y no variables que definen un sitio de insercién en 3’ para el vector
pUC19 mutado descrito en lo que antecede (por ejemplo, Pmel y Sapl),

Vector lanzadera E (SVE):

Este es un plasmido vector de clonacién que se puede usar para preparar secuencias que van a ser expresadas en
el transgen para ensamblar dentro de un constructo de transgen (FIGURA 8). Un ejemplo de un plasmido SVE
puede comprender los siguientes elementos secuenciales en el MCS (FIGURA 9), en el orden enumerado:

1. Dos sitios de restricciéon habituales Unicos y no variables que definen un sitio de insercién en 5’ para el vector
pUC19 mutado descrito en lo que antecede (por ejemplo, Aatll, y Blp \I),

2. Un sitio cebador de T7,

3. Un sitio de restriccion habitual Gnico y no variable que permite la clonacion eficiente de un médulo del vector
lanzadera posterior al sitio cebador de T7 (por ejemplo, Eco0109\l),

4. Una agrupacion fija de sitios de restriccion raros no variables que definen la porcion 5’ del médulo de
expresion (por ejemplo, Pacl, Ascl y Mlul),

5. Un MCS variable constituido por cualquier agrupacion de sitios de restriccion habituales o raros que son
Unicos del vector lanzadera (por ejemplo, la serie de sitios de restriccion ilustrada en la FIGURA 9),

6. Una agrupacion fija de sitios de restriccién raros no variables que definen la porcion 3' del médulo de
expresion (por ejemplo, SnaBl, Notl y Sall),

7. Un sitio de restriccion habitual Gnico y no variable que permite la clonacion eficiente de un médulo del vector
lanzadera anterior al sitio cebador de T3 (por ejemplo, BspEl),

8. Un sitio cebador de T3 en orientacion inversa, y

9. Dos sitios de restriccion habituales Unicos y no variables que definen un sitio de insercién en 3’ para el vector
pUC19 mutado descrito en lo que antecede (por ejemplo, Pmel y Sapl),

Vector lanzadera 3 (SV3):

Este es un plasmido vector de clonacion que se puede usar para preparar secuencias reguladoras en 3’ para
ensamblar dentro de un constructo de transgen (FIGURA 10). Un ejemplo de un plasmido SV3 puede comprender
los siguientes elementos en el MCS (FIGURA 11), en el orden enumerado:

1. Dos sitios de restricciéon habituales Unicos y no variables que definen un sitio de insercién en 5’ para el vector
pUC19 mutado descrito en lo que antecede (por ejemplo, Aatll, y Blpl),

2. Un sitio cebador de T7,

3. Un sitio de restriccion habitual Gnico y no variable que permite la clonacion eficiente de un médulo del vector
lanzadera posterior al cebador de T7 (por ejemplo, Eco0109I),

4. Una agrupacion fija de sitios de restriccidn raros no variables que definen la porcion 5’ del médulo regulador
3’ (por ejemplo, SnaBl, Notl y Sall),

5. Un MCS variable constituido por cualquier agrupacion de sitios de restriccion habituales o raros que son
Unicos del vector lanzadera (por ejemplo, la serie de sitios de restriccién ilustrada en la FIGURA 11),

6. Una agrupacion fija de sitios de restriccion raros no variables que definen la porcién 3’ del médulo regulador
(por ejemplo, Swal, Rsrll y BsiWlI),

7. Un sitio de restriccion no raro Gnico y no variable que permite la clonacién eficiente de un médulo del vector
lanzadera anterior al sitio cebador de T3 (por ejemplo, BspEl),

8. Un sitio cebador de T3 en orientacion inversa, y
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9. Dos sitios de restriccién no raros Unicos y no variables que definen un sitio de insercion en 3’ para el vector
pUC19 mutado descrito en lo que antecede (por ejemplo, Pmel y Sapl).

Aunque la presente invencién da a conocer procedimientos para construir transgenes en plasmidos vectores de
clonacion , se pueden usar procedimientos similares para construir transgenes en moléculas mas grandes de ADN
extracromosdmico, tales como césmidos o cromosomas artificiales, incluidos cromosomas artificiales bacterianos
(BAC). La amplia variedad de elementos transgénicos que se pueden incorporar en los plasmidos vectores de
clonacién también permiten transferir los productos finales del transgen a una amplia variedad de organismos
huésped con poca o ninguna manipulacion adicional.

Como ejemplo del procedimiento de practicar la presente invencion se puede construir un transgen que contiene
estos elementos:

1. Secuencias nucleotidicas del promotor humano para la proteina tensioactivo C (SP-C),

2. Secuencias que codifican el producto proteico del gen de raton del receptor beta ¢ del factor estimulador de
colonias de granulocitos-macréfagos (GMRBC)

3. Secuencias intron de la betaglobina de conejo, y
4. Senal poli-A de SV40.

Las secuencias de SP-C contienen sitios BamHL1 internos y se pueden liberar de su plasmido parental Gnicamente
con Notl y EcoR1. El GMRfc tiene un sitio Notl interno y se puede cortar de su plasmido parental con BamH1 y
Xhol. Las secuencias intrones de la betaglobina de conejo se pueden cortar de su plasmido parental con EcoR1.
La cola poli-A de SV-40 se puede cortar de su plasmido parental con Xhol y Sacl. Dada la redundancia de varios
sitios de restriccién, ninguno de los plasmidos parentales se puede usar para ensamblar todos los fragmentos
necesarios.

Las etapas usadas para construir el transgen deseado en el plasmido de acoplamiento PE3 son las siguientes:

1. Dado que Notl y PspOMI generan extremos cohesivos compatibles, las secuencias promotoras SP-C
humanas se escinden con Notl y EcoR1 y se clonan en los sitios de PspOM1 y EcoR1 del vector lanzadera P.
El producto de esta reaccion se denomina pSVP-SPC.

2. Tras las etapas de propagacion y recuperacion bien conocidas por los expertos en la técnica, las secuencias
intrénicas de la betaglobina de conejo se clonan en el sitio EcoR1 de pSVP-SPC. La orientacién del intron en el
constructo intermedio resultante se verifica mediante secuenciacion del producto, denominado pSVP-SPC-r3G.

3. El promotor y el intron se escinden y aislan como un fragmento contiguo de pSVP-SPC-r3G usando AsiS1 y
Ascl. Simultaneamente, el plasmido de acoplamiento PE3 se corta con AsiS1 y Ascl en preparacion de la
ligacién con el segmento promotor/intrén. El fragmento promotor/intrén se liga en el plasmido de acoplamiento,
se propaga y se recupera.

4. Se introduce el sitio Xhol del fragmento GMRBc para crear un extreme 3' romo usando técnicas bien
conocidas para los expertos en la técnica. Después se clona en el sitio BamHL1 y el sitio Pvu2 con extremos
romos de pSVP-SPC-rBG. El plasmido resultante (pDP-SPC-GMRBc-rG) se propagd y recupero.

5. La etapa de clonacion final es la adicion de la cola de poli-A de SV-40. El fragmento poli-A del SV40 se corta
con Xhol y Sacl, como también el vector receptor pDS1-SPC-GMRBc-rbG. Ambas piezas de ADN se purifican
en gel y se recuperan. Se prepara una mezcla de ligacion con una proporcion molar de 10:1 entre poli-A de SV-
40 y pDS1-SPC- GMRBc-rBG. Los productos de ligacion se propagan y recolectan. El plasmido nuevo pDS1-
SPC- GMRBc-rBG-pA contiene todos los elementos requeridos para el transgen, incluido un sitio de restriccion
Unico en el extremo 3’ con el que todo el plasmido pDS1-SPC- GMRBc-rBG-pA se puede linealizar para la
transfeccion en células eucariéticas o microinyeccion en el prondcleo de un huevo fertilizado.
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ctggaagctc
CCTLtCtCCcC
cggtgtaggt
gctgogectt
cactggcagc
agttcttgaa
ctctgetgaa

ccaccgctgg

Llulalylylalylelatyl
nnnnAnnnnn
nAnnANRNNN
cctgcgocgg
cctaactata
tatagggcca
lalatalalalglalglyl
nAnRRNANNN
nnnAnannn
Ll lalalaTalylalyl
ARNNANANNN
ARRARAMNNN
nannnannnn
nANARNMNNN
nnnnnnnna
gctagctcgce
nannnRnnnn
attatgggtn
nAnnANANNN
nannnnnnn
naAnnnRnNnN
nnnAnRnRnn
tactggccgt
cgcttocortc
gctggcgttt
tcagaggtgg
cctcgtocge
ttcgggaagc
cgttcgctcc
atccggtaac
dagccactggt
grggtggcct
gccagttacc

tagcggtggt

22

AARANMARAA
AnnRAnNANNN
nnnAnnntgc
cggcgatcgce
acggtcctaa
cataagtggn
nnnRnnnnnn
nannnnNAnAn
nnnnAnAnAn
nanAnnAnnn
ARANRRRNAN
nAnARNNNNN
nAnNARRARNN
nnnnANNNNN
ttaccctgte
taccttagga
nncggtccga
ANANNNANNAN
nAANANANAN
nnnnAnAnAn
nanARRnAnn
nannAnnnna
cgttttacaa
atgtgagcaa
ttccataggc
cgaaacccga
tcteccrgrte
gtggcgcttt
aagctgggct
tatcgtcttg
aacaggatta
aactacggct
ttcggaaaaa
trttrtgttt

nannnRnnNnn
nanAnnnnnn
catttcatta
nAAnARnnn
ggragcgagg
nannnnannn
nnnAnnnnnn
nnnnnnAnnn
Annnnnnnnn
nnARANANNC
ARRRANANNN
nANNNNANNN
ARAnANANNN
nnnnnnnnnn
atccctatcc
ccgttatagt
fttaaatcgr
nAnAnnRnnn
nannnnRnnn
nanAnRANAN
nanARNANAN
cccataatac
cgtcgrgact
aaggccagea
tccgoccccco
caggactata
cgaccctgec
ctcatagctc
gtgtgcacga
agtccaaccc
gcagagcgag
acactagaag
gagttggtag
gcaagcagca

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
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gattacgcgc agaaaaaaag gatctcaaga agatcctttg atcttttcta cggggtctga 2280
cgctcagtgg aacgaaaact cacgttaagg gattttggtc atgataacta tgactctctt 2340
aaggtagcca aattcatgag attatcaaaa aggatcttca cctagatcct tttaaattaa 2400
aaatgaagtt ttaaatcaat ctaaagtata tatgagtaaa cttggtctga cagttaccaa 2460
tgcttaatca gtgaggcacc tatctcagcg atctgtctat ttcgttcatc catagttgcc 2520
tgactccccg tggtgtagat aactacgata cgggagggct taccatctgg ccccagtgct 2580
gcaatgatac cgcgagaccc acgctcaccg gctccagatt tatcagcaat aaaccageca 2640
gccggaaggg ccgagcgcag aagtggtcct gcaactitat ccgoctccat ccagtctatt 2700
aattgttgcc gggaagctag agtaagtagt tcgccagtta atagtttgeg caacgtggtt 2760
gccattgcta caggcatcgt ggtgtcacgc tcgtcgtttg gtatggecttc attcagectcc 2820
ggttcccaac gatcaaggcg agttacatga tcccccatgt tgtgcaaaaa agcoggttage 2880
tccttoggte ctecgategt tgtcagaagt aagttggocg cagtgttatc actcatggtt 2940
atggcagcac tgcataattc tcttactgtc atgccatccg taagatgett tictgtgact 3000
ggtgagtact caaccaagtc attctgagaa tagtgtatgc ggcgaccgag ttgectcttge 3060
ccggcgtcaa tacgggataa taccgogocca catagcagaa ctttaaaagt goctcatcatt 3120
ggaaagcgtt cttcggggcg aaaactctca aggatcttac cgctgttgag atccagttcg 3180
atgtaaccca ctcgtgcacce caactgatct tcagcatctt ttactticac cagogtittct 3240
gggtgagcaa aaacaggaag gcaaaatgcc gcaaaaaagg gaataagggc gacacggaaa 3300
tgttgaatac tcatactctt CCrtittcaa tattattgaa gcatttatca gggttattgt 3360
ctcatgcgcg gatacatatt tgaatgtatt tagaaaaata aacaaatagg ggttccgcgc 3420
acatttcccc gaaaagtgocc acctgacgrc gc 3452

<210> 4

<211> 1628

<212> ADN

<213> molécula de ADN sintética

<220>
<221> misc_feature
<222> (114)..(363)

<223>nesa,c,g,0t

<220>
<221> misc_feature
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<222> (427)..(446)

<223>nesa,c,g,0t

<220>
<221> misc_feature
<222> (546)..(795)

<223>nesa,c,g,0t

<220>
<221> misc_feature
<222> (826)..(1075)

<223>nesa,c,g,0t

<220>
<221> misc_feature
<222>(1179)..(1198)

<223>nesa,c,g,0t

<220>
<221> misc_feature
<222> (1256)..(1505)

<223>nesa,c,g,0t

<400> 4
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24



gagagagaga
gattactctg
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nannannnnn
nnnnnnnnnn
nnntgccatt
gatcgennnn
tcctaaggta
agtggnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnNnnnn
nnnannnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnrnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnNnnnn
cctgttatcc
ttaggaccgt
gtccgattta
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnaccca

ttacaacgtc

gagagaga

cgtcgctgag
tagcatctat
nnnnnnnnnn
nnnnhnnnnn
nnnhnnnnnn
nnnnnnnnnn
tcattacctc
nnnnnnnnnn
gcgaggtacc
nnnhnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnccact
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnhnnnnnn
ctatcccttt
tatagttata
aatcgtacgt
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn

taatacccat

gtgactggga

<210>5
<211> 2092
<212> ADN

<213> molécula de ADN sintética
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cagcggataa
gtcgggtgcg
nnnhnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnannnnnn
nnnhnnnnnn
tttctccgca
nnnnnnttaa
gctggcccta
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnhnnnnnn
nnnnnnnnnn
tatgtggtag
nnnnnnnnnn
nnnnnhnnnn
nnnnnnnnnn
nnnhnnnnnn
agtgagagtt
cgtagtcgac
ccggatggca
nnhhnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnhnnn
nnnnnnhnnn
aatagctgtt

aaaccctggc

caatttcaca
gagaaagagg
nnnnnnnnnn
nnnannnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
cccgacatag
ttaaacgcgt
gggtaatacg
nnnhnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
ggataacagg
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
aattctcgag
gcggccgenn
aacagctatt
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
tgccagctac

ggtttaaacg

25

caggaaacag
taatgaaatg
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnhnnnnn
ataggccctg
ggcgcgccta
actcactata
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnhnnn
nnnnnnnnnn
gtaatnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnhnnnnn
nnnnnnnnnn
nnhnnnnnnn
gcaggagcta
nnnnannnnn
atgggtatta
nnnnnnnnnn
nnannninnnnn
nannnnnnnn
nnnnhnnnnn
agagtttact

ctcttceget

ctatgaccat
gcannnnnnn
nnnnnnnnhn
nnnnnnnnnn
nnnhnnnnnn
nnnnnnnnnn
cgccggeggc
actataacgg
gggccacata
nnnnnhnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnattac
gctcgctacc
nnnnnhnncg
tgggtnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
ggccgtcgtt
tccttcatga

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
1620

1628



<400> 5

tgagcgtaat
tgctgggecc
cttggagctg
cacgcgtrec
atgtgagcaa
ttccataggc
cgaaacccga
Tctcctgttc
grggcgcttt
aagctgggct
tatcgtcttg
aacaggatta
aactacggct
ttcggaaaaa
trrtttgrtt
atctiticta
atgataacta
cctagatcct
cttggtctga
ttcgttcatc
taccatctgg
tatcagcaat
ccgoctecat
atagtttgcg
gtatggcttc
tgtgcaaaaa
cagtgttatc
taagatgctt
ggcgaccgag
ctttaaaagt
cgctgttgag
ttactttcac

acgactcact
agggagcttc
ctctgcaggg
ggattccctt
aaggccagca
tccgoococc
caggactata
cgaccctgcc
ctcatagctc
gtgtgcacga
agtccaaccc
gcagagcgag
acactagaag
gagttggtag
gcaagcagea
c€ggggtctga
tgactctctt
tttaaattaa
cagttaccaa
catagttgcc
ccccagrgct
aaaccagcca
ccagtctatt
caacgtggtt
attcagctcc
agcggttagc
actcatggtt
ttctgtgact
ttgctcttgc
gctcatcatt
atccagttcg

cagcgtttct
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atagggaggc
tagaggagct
agctrgecatgce
tagtgagggt
aaaggccagg
tgacgagcat
aagataccag
gcttaccgga
acgctgtagg
accceeogte
ggtaagacac
gtatgtaggc
gacagtattt
ctcttgatcc
gattacgcgc
cgctcagtgg
aaggtagcca
aaatgaagtt
tgcttaatca
tgactccccg
gcaatgatac
gccggaaggg
aattgttgcc
gccattgecta
ggttcccaac
rtccrtocggtc
atggcagcac
ggrgagtact
ccggcgtcaa
ggaaagcgtt
atgtaaccca

gggtgagcaa

cctgcgatcg
ggatccgctyg
gctggcgcac
taattgttta
aaccgtaaaa
cacaaaaatc
gcgtticccc
tacctgtccg
tatctcagtt
cagcccgacc
gacttatcge
ggtgctacag
ggtatctgcg
ggcaaacaaa
dgaaaaaaag
aacgaaaact
aattcatgag
ttaaatcaat
gtgaggcacc
tggtgtagat
cgcgagaccc
ccgagcgcag
gggaagctag
caggcatcgt
gatcaaggcg
ctccgatcgt
tgcataattc
caaccaagtc
tacgggataa
cttcggggcg
ctcgtgcacc

aaacaggaag

26

ccgocggogg
gagaattcgg
agctgttaat
aacgctcttc
aggccgcgtt
gacgctcaag
ctggaagctc
cctttctccece
cggtgtaggt
gctgegectt
cactggcagc
agttcttgaa
ctctgctgaa
ccaccgctag
gatctcaaga
cacgttaagg
attatcaaaa
ctaaagtata
tatctcageg
aactacgata
acgctcaccg
aagtggtcct
agtaagtagt
ggtgtcacgce
agttacatga
tgtcagaagt
tcttactgtc
attctgagaa
taccgcgcca
aaaactctca
caactgatct

gcaaaatgcc

atatcggagc
agctggaaag
taaggcgcgc
cgcttocttce
gctggegrtt
tcagaggtgg
cctcgtgegce
ttcgggaagc
cgttcgctce
atccggtaac
agccactggt
gtggtggcct
gccagttacc
tagcggtggt
agatcctttg
gattttggtc
aggatcttca
tatgagtaaa
atctgtctat
cgggagggct
gctccagatt
gcaactttat
tcgccagtta
tcgtcgtttg
tcccccatgt
aagttggccg
atgccatccg
tagtgtatgc
catagcagaa
aggatcttac
tcagcatctt

gcaaaaaagg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
9560

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
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gaataagggc gacacggaaa tgttgaatac tcatactctt cctttttcaa tattattgaa
gcatttatca gggttattgt ctcatgcgcg gatacatatt tgaatgtatt tagaaaaata

aacaaatagg ggttccgcgc acatttcccc gaaaagtgcc acctgacgtc ge

<210> 6
<211> 234
<212> ADN

<213> molécula de ADN sintética

<400> 6

cgctgagcgt aatacgactc actataggga ggccctgcga tcgccgccgg cggatatcgg
agctgctggg cccagggagc ttctagagga gctggatccg ctggagaatt cggagctgga
aagcttggag ctgctctgca gggagctgca tgcgctggcg cacagctgtt aattaaggcg
cgccacgcgt tccggattcc ctttagtgag ggttaattgt ttaaacgctc ttcc

<210>7
<211> 2097
<212> ADN

<213> molécula de ADN sintética

<400>7

27

1980
2040
2092

60
120
180
234



tgagcgtaat
tcggagctgc
tggaaagctt
ggccgagtcg
ccttcatgtg
cgtttrtcca
ggtggcgaaa
tgcgotctce
gaagcgtggce
gctoccaagcet
gtaactatcg
ctggtaacag
ggcctaacta
ttaccttegg
grggrIttct
ctttgatctt
tggtcatgat
cttcacctag
gtaaacttgg
tctatttcgt

gggcttacca

acgactcact
tgggcccagg
ggagctgctc
actccggatt
agcaaaaggc
taggctccgc
cccgacagga
tgttccgacc
gctttctcat
gggctgtgtg
tcttgagtcc
gattagcaga
cggcracact
aaaaagagtt
tgtrtgcaag
ttctacgggg
aactatgact
atccttttaa
tctgacagtt
tcatccatag

tctggececca
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atagggaggc
gagcttctag
tgcagggagc
ccctttagtg
cagcaaaagg
cccoctgacy
ctatraaagat
ctgccgctta
agctcacgct
cacgaaccce
aacccggtaa
gcgaggtatg
agaaggacag
ggtagctctt
cagcagatta
tctgacgotc
ctcttaaggt
attaaaaatg
accaatgctt
ttgcctgact

gtgctgcaat

cCctgttaatt
aggagctgga
tgcatgcgct
agggrtaatt
ccaggaaccyg
agcatcacaa
accaggcgtt
ccggatacct
gtaggtatct
ccgttcagec
gacacgactt
taggcggtgc
tatttggtat
gatccggcaa
cgcgcagaaa
agtggaacga
agccaaattc
aagttttaaa
aatcagtgag
cccogtggtg

gataccgcga

28

daggecgcgec
tccgetggag
ggcgcacagce
gtttaaacgc
taaaaaggcc
daatcgacgc
tccccctgga
gtccgocttt
cagttcggtg
cgaccgctge
atcgccactg
tacagagttc
ctgcgetctg
dcaaaccacc
daaaggatct
aaactcacgt
atgagattat
tcaatctaaa
gcacctatct
tagataacta

gacccacgct

acgcgtgata
aattcggagc
tgtacgtagc
tcttccgett
gcgrtgctag
tcaagtcaga
agctccctocg
ctcccttcgg
taggtcgttc
gcocttatcoog
gcagcagcca
ttgaagtggt
ctgaagccag
gctggtagcg
caagaagatc
taagggattt
caaaaaggat
gtatatatga
cagcgatctg
cgatacggga

caccggctec

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B40
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
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agatttatca gcaataaacc agccagccgg aagggccgag cgcagaagtg gtcctgcaac 1320
trtatccgec tccatccagt ctattaattg ttgccgggaa gctagagtaa gtagttcgec 1380
agttaatagt ttgcgcaacg tggttgccat tgctacagge atcgtggtgt cacgctcgtc 1440
gtttggtatg gcttcattca gctccggttc ccaacgatca aggegagtta catgatcccc 1500
catgttgtgc aaaaaagcgg ttagctcctt cggtcctccg atcgttgtca gaagtaagtt 1560
ggccgcagtg ttatcactca tggttatggoc agcactgcat aattctctta ctgtcatgec 1620
atccgtaaga tgcttttctg tgactggtga gtactcaacc aagtcattct gagaatagtg 1680
tatgcggega ccgagttget cttgcccgge gtcaatacgg gataataccg cgccacatag 1740
cagaacttta aaagtgctca tcattggaaa gcgttcttcg gggcgaaaac tctcaaggat 1800
cttaccgctg ttgagatcca gttcgatgta acccactcgt gcacccaact gatcttcage 1860
atcttttact ttcaccageg tttctgggtg agcaaaaaca ggaaggcaaa atgecgcaaa 1920
aaagggaata agggcgacac ggaaatgttg aatactcata ctcttccttt ttcaatatta 1980
ttgaagcatt tatcagggtt attgtctcat gcgcggatac atatttgaat gtatttagaa 2040
aaataaacaa ataggggttc cgcgcacatt tccccgaaaa gtgocacctg acgtcgo 2097

<210>8

<211> 239

<212> ADN

<213> molécula de ADN sintética

<400> 8
cgctgagcgt aatacgactc actataggga ggccctgtta attaaggcgc gccacgcgtg 60
atatcggagc tgctgggccc agggagcttc tagaggagct ggatccgctg gagaattcgg 120
agctggaaag cttggagctg ctctgcaggg agctgcatgc gctggcgcac agctgtacgt 180
agcggccgeg tcgactccgg attcccttta gtgagggtta attgtttaaa cgctcttcec 239

<210>9
<211> 2096
<212> ADN

<213> molécula de ADN sintética

<400> 9

29
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tgagcgtaat
ggagctgctg
gaaagcttgg
gtccgcogtac
cttcatgtga
grrtttccat
gtggcgaaac
gcgetctoct
aagcgtggcg

ctccaagetg

acgactcact
ggcccaggga
dgctgctctg
gtccggattc
gcaaaaggcc
aggctccgoc
ccgacaggac
gttccgacce
ctttctcata
ggctgtgtgc
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atagggaggc
gcttctagag
cagggagctg
cctttagtga
agcaaaaggc
cccctgacga
tataaagata
tgcecgettac
gctcacgetg

acgaaccccc

cctgtacgta
gagctggatc
catgcgctgg
gggttaattg
caggaaccgt
gcatcacaaa
ccaggcgtrt
cggatacctg
taggtatctc

cgttcageec

30

gcggccgegt
cgctggagaa
cgcacagctg
tttaaacgct
aaaaaggccg
aatcgacgct
ccccctggaa
tccgecotttc
agttcggtgt
gaccgcrgeg

cgacgatatc
ttcggagctg
atttaaatcg
cttceocgctte
cgttgctgge
caagtcagag
gctccctogt
tcccttaggyg
aggrcgrttcg

ccttatccgg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
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taactatcgt cttgagtcca acccggtaag acacgactta tcgccactgg cagcagccac 660
tggtaacagg attagcagag cgaggtatgt aggcggtgct acagagttct tgaagtggtg 720
gcctaactac ggctacacta gaaggacagt atttggtatc tgcgctctgo tgaagccagt 780
taccttcgga aaaagagttg gtagcicttg atccggcaaa Caaaccaccg ciggtagcgg 840
tggttttttt gtttgcaagc agcagattac gcgcagaaaa aaaggatctc aagaagatcc 900
tttgatcttt tctacggggt ctgacgctca gtggaacgaa aactcacgtt aagggatttt 960
ggtcatgata actatgactc tcttaaggta gccaaattca tgagattatc aaaaaggatc 1020
ttcacctaga tccttttaaa ttaaaaatga agttttaaat caatctaaag tatatatgag 1080
taaacttggt ctgacagtta ccaatgctta atcagtgagg cacctatctc agcgatctgt 1140
ctatttcgtt catccatagt tgcctgactc cccgtggtgt agataactac gatacgggag 1200
ggcttaccat ctggccccag tgctgcaatg ataccgcgag acccacgcrc accggctceca 1260
gatttatcag caataaacca gccagccgga agggccgagc gcagaagtgg tcctgcaact 1320
ttatccgeect ccatccagtc tattaattgt tgccgggaag ctagagtaag tagttcgecca 1380
gttaatagtt tgcgcaacgt ggttgccatt gctacaggca tcgtggtgtc acgctcgtcg 1440
tttggtatgg cttcattcag ctccggttcc caacgatcaa ggcgagttac atgatccccc 1500
atgttgtgca aaaaagcggt tagcetocttc ggtcctccga tcgttgtcag aagtaagttg 1560
gccgcagtgt tatcactcat ggrtarggca gcactgcata attctcttac tgtcatgoca 1620
tccgtaagat gottttctgt gactggtgag tactcaacca agtcattctg agaatagtgt 1680
atgcggegac cgagttgctc ttgcccggeog tcaatacggg ataaraccgc gcocacatagce 1740
agaactttaa aagtgctcat cattggaaag cgttcttcgg ggcgaaaact ctcaaggatc 1800
ttaccgctgt tgagatccag ttcgatgtaa cccactcgtg cacccaactg atcttcagca 1860
tcttttactt tcaccagcgt ttctgggtga gcaaaaacag gaaggcaaaa tgocgcaaaa 1920
aagggaataa gggcgacacg gaaatgttga atactcatac tcttcctttt tcaatartat 1980
tgaagcattt atcagggtta ttgtctcatg cgcggataca tatttgaatg tatttagaaa 2040
aataaacaaa taggggttcc gcgcacattt ccccgaaaag tgocacciga cgtcgo 2096

<210> 10

<211> 238

<212> ADN

<213> molécula de ADN sintética

<400> 10

31
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cgctgagecgt aatacgactc actataggga ggoccctgtac gtagcggccg cgtcgacgat
atcggagctg ctgggcccag ggagcttcta gaggagctgg atccgctgga gaattcggag
ctggaaagct tggagctgct ctgcagggag ctgcatgegc tggcgcacag ctgatttaaa
tcggtccgeg tacgtccgga ticcctttag tgagggttaa ttgtttaaac gotcttcc

32

60
120
180
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REIVINDICACIONES

1. Un plasmido vector de clonacion, en el que los elementos secuenciales que codifican una estructura modular

comprenden
a) tres sitios de restriccion habituales Unicos y no variables,
b) un sitio cebador oligonucleotidico en 5’,
¢) un sitio de endonucleasas de anidacion Unico en orientacién directa,

d) un par de sitios de restriccién habituales Unicos y no-variables que flanquean secuencias nucleotidicas
aleatorias,

€) una agrupacion fija de sitios de restricciéon raros no variables, que definen una porcién 5’ de un mdédulo
promotor,

f) secuencias nucleotidicas aleatorias,

g) una agrupacion fija de sitios de restriccidn raros no variables, que definen una unién compartida entre una
posicién en 3’ relativa al médulo promotor/intron, y una posicién en 5’ relativa a un médulo de expresion,

h) secuencias nucleotidicas aleatorias,

i) una agrupacion fija de sitios de restriccion raros no variables que definen una unién de una posicién en 3’
relativa al médulo de expresion, y una posicidn en 5’ relativa a un médulo de regulacion en 3’

j) secuencias nucleotidicas aleatorias,

k) una agrupacion fija de sitios de restriccién raros no variables que definen una posiciéon en 3’ relativa a un
médulo de regulacion en 3,

I) un par de sitios de restriccion habituales Unicos y no variables que flanquean secuencias nucleotidicas
aleatorias,

m) un sitio de endonucleasas de anidacion Unico de orientacion opuesta, que es el mismo sitio de
endonucleasas de anidacion que el situado en 3’ del sitio cebador oligonucleotidico en 5,

n) un sitio cebador oligonucleotidico en 3’ de orientacién opuesta, y

0) cuatro sitios de restriccion habituales Unicos y no variables que definen un sitio de insercioén en 3'.

2. El plasmido vector de clonaciéon de la reivindicacion 1, en el que la estructura modular de los elementos

secuenciales esta ordenada para permitir la introduccién de tres regiones discretas de secuencias nucleotidicas,
de modo que las secuencias nucleotidicas introducidas de este modo sustituyen las secuencias nucleotidicas
aleatorias en los médulos promotor, de expresion, y regulador en 3'.
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Cebador T7

RNAS-CMD-1
AsiSI (181)

Sgr Al (186)

APr
pTWV— Plasmido de acoplamiento PE3

2616 bp

BsiWI (551)

RNAS-CNMD-2
Cebador T3

ORI

Figura 2
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RNAS-E
Al (325)
MiuI (325 SnaBI (433)
Ascl (318) Notl (438)
Pacl (313) Sall (445)
RNAS-P RNAS-3
NgoMIV (202f Swal (555)
SgrAl (202] Rsrll (561)
AsiSI (197) BsiWI (567)
Puul (197) Xhol (588)
AvrTl (187) RNAS-CIMD-2
RNAS-CMD-1 Nhel (694)
Kpnl (85) I-Sce I (NEB) (712)
I-Sce I (NEB) Cebador T3
Cebador T7 BspEl (751)
EcoO1001 (24) Pmel (760)
BIpl (17) Sapl (772)
Aatll (14) BspHI (780)

792 bp

Figura 3

36

TWYV - Plasmido de acoplamiento PE3




ES 2 384 296 T3

M13 Rev

/RNAS-GEH-S1

Sgr Al (397)
AsiSI (408)

NNAS-LRA

- Plasmido d lamiento primariq
pTWV asmido de acoplamiento primariq - RNAS-CMD-1

Cebador T7

RNAS-PE3-1
RNAS-PE3-2

Cebador T3

RNAS-CMD-2

3452 pb

RNAS-RRA
Rsr1l (1185)
Swa I (1194)
BsiWI (1199)
RNAS-GEH-S2
M13 Fwd

ORI

Figura 4
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BstXI (804
BstX I (I-Sce 1) (894)
RNAS-PE3-1
BstXI (542)
BstX1 (I-SceI) )]
Cebador T7 1-Sce I (NEB) (817)
AvrlI (508 RNAS-PE3-2
RNAS-CMD-1 I-Sce 1 (NEB) (1089)
Kprl (500 Cebador T3
I-Ceul (NEB) (48| Xhol (1116)
Bsu36lI (484 RNAS-CMD-2
Ascl (463, Nhel (1128)
AfTII (456 Bsu361 (1141)
Ml (456 I-Ceul (NEB) (1145)
Pad (452 SnaBI (1162)
RNAS-LRA Sall (1166)
AsiSI (424 Nodl (1173)
Puul (424 RNAS-RRA
NgoMIV (413) Rsrll (1201)
SgrAl (413 Swal (1210)
Eco01091 (40 BsiWI (1215)
PI-Scel (39 BspEI (1221)
PI-Sce I (NEB) (3 PI-Psp I (NEB) (1243)
RNAS-GEH-51 RNAS-GEH-S2
PI-Scel (90) PI-Psp I (NEB) (152
PI-Sce I (NEB) (90) M13 Fwd
Pmel (1596)
Sapl (1608)
J BspHI (1616)
{16 |

TWV-Plasmido de acoplamiento primario
1628 pb

Figura 5
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Cebador T7

Pacl (171)
AscI (176)

pTWV-SVP (MCS-1 F) |
2092 pb ,} }
APr i

Figura 6
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EcoRI (107)
BamHI (95
Xbal (83) HindITI (122)
Apdi (73) Pstl (141)
PspOMI (69) Sphl (153)
EcoRV (56) Puull (166)
NgoMI1V (47, Pacl (174)
SgraAl (47) Ascl (179)
AsiSI (42 Muhd (186)
Pul (42 IAfIII (186)

Eeo01091 (32) BspEI (192)
Cebador T7 Cebador T3
Blpi (4) Pmel (223)

cf— =] e Semes] T pr—

TWV-SVP (MCS-1 F)
234 pb

Figura 7
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Cebador T7

pTWV-SVE (MCS-1 F)

2097 pb

Figura 8
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EcoRI (114
BamHI (102)
Xbdl (90
Apal (80 HindITI (129)
PspOMI (76) Pstl (148)
EcoRV (63) Sph1(160)
AfIII (55 Poull (173)
Mud (55 SnaBI (179)
Ascl (48 Notl (184)
Pacl (43 Sall (191)
Eco0109] (32) BspEI (197)
Cebador T7 Cebador T3
Bipl (4) Pmel (228)
iZ] o oy =

TWV-SVE (MCS-1 F)
239 pb

Figura 9
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Cebador T7

SnaBI (38)
Not1(43)

Sall (50)

ORI
pTWV-5V3 (MCS-1 F)

2096 pb

APr

Figura 10
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EcoRI (112)
BamHI (100
Xbal (88 HirdIII (127)
Apdl (78) Psfl (146)
PspOMI (74 Sphl (158)
EcoRV (61) Pudl (171)
Sall (53) Swal (178)
Notl (46) RsrII (184)
SnaBI (41) BsiWI (190)
Eco01091 (32 BspEI (196)
Cebador T7 Cebador T3
Bipl (4) Prmel (227)
T = —

TWV-SV3 (MCS-1 F)

238 pb

Figura 11
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