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DESCRIPCION
Seleccion de células hospedantes que expresan proteina a altos niveles

La invencion se refiere al campo de la biologia molecular y la biotecnologia. Mas especificamente, la presente
invencion se refiere a medios y métodos para mejorar la seleccion de células hospedantes que expresan proteinas a
altos niveles.

Las proteinas pueden producirse en diversas células hospedantes para un amplio intervalo de aplicaciones en
biologia y biotecnologia, por ejemplo como productos biofarmacéuticos. Se prefieren para este fin células
hospedantes eucariotas, y particularmente de mamifero, para la expresiéon de muchas proteinas, por ejemplo cuando
dichas proteinas tienen ciertas modificaciones postraduccionales tales como glucosilacion. Los métodos para dicha
produccion estan bien establecidos, y suponen generalmente la expresion en una célula hospedante de un acido
nucleico (también denominado como “transgén”) que codifica la proteina de interés. En general, el transgén, junto
con un gen marcador seleccionable, se introduce en una célula precursora, se seleccionan células para la expresion
del gen marcador seleccionable, y se identifican uno o mas clones que expresan la proteina de interés a altos
niveles, y se usan para la expresion de la proteina de interés.

Un problema asociado a la expresion de transgenes es que es impredecible, partiendo de la alta probabilidad de que
el transgén se haga inactivo debido al silenciamiento génico (McBurney et al., 2002), y por lo tanto muchos clones
de células hospedantes tiene que ensayarse en busca de la expresion elevada del transgén.

Se conocen métodos para seleccionar células hospedantes recombinantes que expresan niveles relativamente
elevados de proteinas deseadas.

Un método describe el uso de proteinas marcadoras seleccionables con mutaciones en su secuencia codificante que
disminuyen pero no destruyen la funcion del marcador (por ejemplo, documento WO 01/32901). La razén
fundamental es que se requieren mayores niveles de la expresion del marcador mutante cuando se emplean
condiciones de seleccion y por lo tanto se logra la seleccion para la expresion elevada del marcador, seleccionando
concomitantemente con eso células hospedantes que también expresan el gen de interés en niveles elevados.

Otro método hace uso de un gen marcador de seleccion bajo el control de una secuencia promotora que se ha
mutado, de manera que el promotor tiene un nivel de actividad sustancialmente inferior a aquel de su tipo salvaje
correspondiente (patente U.S. 5.627.033).

Otro método describe el uso de una secuencia marcadora seleccionable dominante alterada, tal como neomicina
fosfotransferasa con una secuencia Kozak de consenso alterada, para reducir el nimero de colonias a identificar e
incrementar los niveles de expresion de un gen de interés que esta coligado al marcador seleccionable dominante
(patentes US 5.648.267 y 5.733.779). En realizaciones preferidas alli, el gen de interés se coloca en un intron
(artificial) en el marcador seleccionable dominante. El gen de interés y el marcador seleccionable dominante estan
en casetes transcripcionales diferentes, y cada uno contiene su propio promotor eucariota en este método (patentes
US 5.648.267 y 5.733.779).

Otro método describe el uso de una unidad de transcripcién monocistronica que comprende un sitio de comienzo
traduccional (Kozak) no 6ptimo unido a un marcador seleccionable para alterar la traduccion del marcador
seleccionable mediante el comienzo traduccional no optimo para identificar secuencias génicas celulares que
podrian superar tal alteracion permitiendo la sobreproduccion del marcador seleccionable (patente US 6.107.477).

Otro método usa el principio de un gen marcador seleccionable que contienen un intrdn que no se produce
naturalmente en el gen seleccionable, en el que el intrén es capaz de ser empalmado en una célula hospedante para
proporcionar ARNm que codifica una proteina seleccionable, y en el que el intrén en el gen seleccionable reduce el
nivel de proteina seleccionable producida a partir del gen seleccionable en la célula hospedante (Patente Europea
0724639 B1).

En todavia otro método, se usan constructos de ADN que comprenden un gen seleccionable situado en un intron
definido por un sitio dador de empalme 5’ que comprende una secuencia dadora de empalme eficiente de manera
que la eficiencia de empalmar un ARNm que tiene dicho sitio dador de empalme esta entre alrededor de 80-99%, y
un sitio aceptor de empalme 3’, y un producto génico que codifica un producto de interés en direccién 3’ del sitio
afector de empalme 3’, estando el gen seleccionable y el producto génico controlados por la misma region
reguladora transcripcional (patente US 5.561.053).

En ciertos métodos, se hace uso de constructos de vectores de expresion policistrénicos. Un documento previo del
uso de este principio describe un vector de expresién policistronico que contiene secuencias que codifican tanto la
proteina deseada como una proteina seleccionable, secuencias codificantes las cuales estan gobernadas por el
mismo promotor y separadas por codones de sefiales de inicio y de parada traduccionales (patente US 4.965.196).
En realizaciones preferidas en el documento US 4.965.196, el marcador seleccionable es el gen DHFR amplificable.
En una realizacion particularmente preferida del sistema descrito en el documento US 4.965.196, la secuencia que
codifica el marcador seleccionable esta en direccién 3’ de aquella que codifica el polipéptido deseado, de manera
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que los procedimientos disefiados para seleccionar las células transformadas por el marcador seleccionable también
seleccionaran la produccion particularmente mejorada de la proteina deseada.

En mejoras adicionales basadas en el concepto de vectores de expresion multicistronicos, se han descrito vectores
bicistronicos para la creacion rapida y eficiente de estirpes celulares de mamiferos estables que expresan proteina
recombinante. Estos vectores contienen un sitio de entrada del ribosoma interno (IRES) entre la secuencia
codificante en direcciéon 5 para la proteina de interés y la secuencia codificante en direccion 3’ del marcador de
seleccion (Rees et al, 1996). Tales vectores estan comercialmente disponibles, por ejemplo el vector pIRES1 de
Clontech (CLONTECHNiques, octubre 1996). Usando tales vectores para la introduccion en células hospedantes, la
seleccion de suficiente expresion de la proteina marcadora en direcciéon 3’ selecciona entonces automaticamente
niveles de transcripcion elevados del ARNm multicistronico, y por tanto se prevé una probabilidad fuertemente
incrementada de expresion elevada de la proteina de interés usando tales vectores.

Preferiblemente en tales métodos, el IRES usado es un IRES que da un nivel relativamente bajo de traduccion del
gen marcador de seleccion, para mejorar ademas las ocasiones de seleccionar células hospedantes con un nivel de
expresion elevado de la proteina de interés seleccionando la expresion de la proteina marcadora de seleccion
(véase, por ejemplo, la publicacion internacional WO 03/106684).

La presente invencion tiene como meta proporcionar medios y métodos mejorados para la seleccion de células
hospedantes que expresan niveles elevados de proteinas de interés.

Sumario de la invencién

La presente invencion usa un concepto nuevo y Unico para seleccionar células hospedantes que expresan niveles
elevados de polipéptidos de interés, refiriéndose el concepto aqui como “reduccién interdependiente reciproca”. Es
Unico con respecto a los enfoques de la técnica anterior por cuanto se usa un nivel extra de regulacion para ajustar
finamente la cantidad de productos de traduccion procedentes de un transcrito multicistrénico, con lo que se reduce
el nivel de traduccion de un polipéptido marcador seleccionable, incrementando de ese modo el nivel de traduccion
del polipéptido de interés codificado en la misma unidad de transcripcién multicistronica, es decir, el nivel de
expresion del polipéptido de interés depende directamente y mas o menos reciprocamente del nivel de expresion del
polipéptido marcador seleccionable (véase la Fig. 13 para una vista esquematica). Por el contrario, los enfoques que
usan un IRES entre las secuencias codificantes para el polipéptido de interés y el polipéptido marcador
seleccionable (por ejemplo Rees et al, 1996) implican la traduccion independiente de ambos polipéptidos, de forma
que en esos enfoques no hay un efecto directo de la eficiencia de traduccién del polipéptido marcador seleccionable
sobre aquella de la secuencia que codifica el polipéptido de interés.

En un aspecto, la invencién proporciona una molécula de ADN que comprende una unidad de transcripcion
multicistrénica que codifica i) un polipéptido marcador seleccionable capaz de ser seleccionado en una célula
hospedante eucariota, y ii) un polipéptido de interés, teniendo el polipéptido de interés una secuencia de iniciacion
de la traduccién (y un coddn de inicio) separada de la del polipéptido marcador seleccionable, caracterizada porque
la secuencia codificante para el polipéptido de interés esta en direcciéon 3' de la secuencia codificante para el
marcador seleccionable en dicha unidad de transcripcion multicistronica, y la secuencia que codifica el marcador
seleccionable no tiene ATG en la hebra codificante después del codén de inicio del polipéptido marcador
seleccionable hasta el coddn de inicio del polipéptido de interés, y caracterizada porque la secuencia de inicio de la
traduccion en la hebra codificante para el polipéptido marcador seleccionable se elige del grupo que consiste en:

a) una secuencia de inicio de la traduccion que comprende una mutacién en los nucledtidos en las
posiciones -3 a -1 y/o +4 de la secuencia de consenso RCCATGG (enlaque Res Ao G,yenlaquelaA
del codén de inicio ATG es nt +1);

b) un coddn de inicio GTG;
c) un codén de inicio TTG;
d) un codon de inicio CTG;
€) un codon de inicio ATT; y
f) un codén de inicio ACG.
Preferiblemente, la eficiencia de la iniciacién de la traduccion del marcador seleccionable esta disminuida.

Segun la invencion, la eficiencia disminuida de la iniciacion de la traduccién esta provocada por tener una secuencia
de inicio de la traduccién no 6ptima del polipéptido marcador seleccionable.

En realizaciones preferidas de la misma, la secuencia de inicio de la traduccion en la hebra codificante para el
polipéptido marcador seleccionable comprende una secuencia ATG que define un codén de inicio, estando dicha
secuencia ATG en un contexto no éptimo para el inicio de la traduccién. Esto da como resultado un uso reducido de
esta ATG como codon de inicio, cuando se compara con un codén de inicio ATG en el contexto 6ptimo.
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En una realizacion mas preferida, la secuencia de inicio de la traduccién en la hebra codificante del polipéptido
marcador seleccionable comprende un codén de inicio diferente del coddn de inicio ATG, tal como una de las
secuencias GTG, TTG, CTG, ATT o ACG, siendo las dos primeras de éstas las mas preferidas. Dichos codones de
inicio no ATG estan flanqueados preferiblemente por secuencias que proporcionan un reconocimiento relativamente
bueno de las secuencias no ATG como codones de inicio, de manera que al menos la traduccién de inicio de
algunos ribosomas a partir de estos codones de inicio, es decir, la secuencia de inicio de la traduccién, comprende
preferiblemente la secuencia ACC[coddn de inicio no ATG]G o GCC[coddn de inicio no ATG]G.

Segun la invencion, la secuencia que codifica el polipéptido marcador seleccionable no tiene ninguna secuencia
ATG en la hebra codificante tras la secuencia que codifica el codén de inicio del polipéptido marcador seleccionable
hasta la secuencia que codifica su codén de parada, y ninguna en ninguna de las secuencias en la misma hebra
entre dicho codén de parada y el coddn de inicio del polipéptido de interés (codén de inicio que se define
preferiblemente por una ATG en la misma hebra codificante).

En ciertas realizaciones de la misma, cualquier secuencia ATG presente en el marco y que codifica metionina en la
secuencia que codifica el polipéptido marcador seleccionable de tipo salvaje se ha mutado para que codifique valina,
treonina, isoleucina o leucina.

En realizaciones preferidas, la proteina marcadora seleccionable proporciona resistencia frente a los efectos letales
y/o inhibidores del crecimiento de un agente de seleccion, tal como un antibiotico.

Preferiblemente, la secuencia codificante del polipéptido de interés comprende una secuencia de inicio de la
traduccion éptima.

La invencién proporciona adicionalmente casetes de expresion que comprenden una molécula de ADN segun la
invencion, casetes de expresion los cuales comprenden ademas un promotor en direccién 5 de la unidad de
expresion multicistronica y siendo funcionales en una célula hospedante eucariota para el inicio de la transcripcion
de la unidad de expresion multicistronica, y comprendiendo adicionalmente dichos casetes de expresién una
secuencia de terminacioén de la transcripcion en direccion 3’ de la unidad de expresién multicistronica.

En realizaciones preferidas de los mismos, dichos casetes de expresion comprenden adicionalmente al menos un
elemento de control de cromatina elegido del grupo que consiste en una regiéon de unién a matriz o armazén
(MAR/SAR), una secuencia aislante, un elemento de apertura de cromatina ubicuo (UCOE) y una secuencia
antirrepresora. Las mas preferidas en este aspecto son secuencias antirrepresoras, y en realizaciones preferidas
dichas secuencias antirrepresoras se eligen del grupo que consiste en: a) una cualquiera de SEQ. ID. NO. 1 a SEQ.
ID. NO. 66; b) fragmentos de una cualquiera de SEQ. ID. NO. 1 a SEQ. ID. NO. 66, en las que dichos fragmentos
tienen actividad antirrepresora; c) secuencias que son al menos 70% idénticas en la secuencia nucleotidica a a) o a
b), en las que dichas secuencias tienen actividad antirrepresora; y d) el complemento de una cualquiera de a) a c).
En ciertas realizaciones preferidas, las secuencias antirrepresoras se eligen del grupo que consiste en STAR67
(SEQ. ID. NO. 66), STARY7 (SEQ. ID. NO. 7), STAR9 (SEQ. ID. NO. 9), STAR17 (SEQ. ID. NO. 17), STAR27 (SEQ.
ID. NO. 27), STAR29 (SEQ. ID. NO. 29), STAR43 (SEQ. ID. NO. 43), STAR44 (SEQ. ID. NO. 44), STAR45 (SEQ. ID.
NO. 45), STAR47 (SEQ. ID. NO. 47), STAR61 (SEQ. ID. NO. 61), y fragmentos o derivados funcionales de estas
secuencias STAR. En ciertas realizaciones, el casete de expresion comprende STAR67, o un fragmento o derivado
funcional de la misma, colocada en direccion 5’ del promotor que dirige la expresion del gen multicistronico. En
ciertas realizaciones, el gen multicistronico esta flanqueado por ambos lados por al menos una secuencia
antirrepresora. En ciertas realizaciones preferidas, se proporcionan casetes de expresion segun la invenciéon que
comprenden en orden 5’ a 3’: secuencia antirrepresora A - secuencia antirrepresora B - [promotor - unidad de
transcripcion multicistronica segun la invencion (que codifica la proteina marcadora seleccionable funcional y, en
direccion 3’ de la misma, el polipéptido de interés) - secuencia de terminacion de la transcripcion] - secuencia
antirrepresora C, en los que A, B y C pueden ser iguales o diferentes.

En ciertas realizaciones, el polipéptido de interés es una parte de una proteina multimérica, por ejemplo una cadena
pesada o ligera de una inmunoglobulina.

La invencién también proporciona moléculas de ADN que comprenden una secuencia que codifica un polipéptido
marcador seleccionable funcional, capaz de ser seleccionado en una célula hospedante eucariota, caracterizado
porque dicha molécula de ADN:

i) tiene una secuencia de inicio de la traduccién escogida del grupo que consiste en:

a) una secuencia de inicio de la traduccidon que comprende una mutacion en los nucleétidos en las
posiciones -3 a -1 y/o +4 de la secuencia de consenso RCCATGG (enlaque Res Ao G, yenla
que la A de la secuencia de inicio ATG es nt +1);

b) un codén de inicio GTG;

c) un codén de inicio TTG;
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d) un codon de inicio CTG;
€) un codon de inicio ATT; y

f) un coddn de inicio ACG, seguido de una secuencia codificante marcadora seleccionable de otro
modo funcional, y

ii) porque la hebra codificante de la secuencia que define el polipéptido marcador seleccionable en direccion
3’ del codon de inicio no 6ptimo y hasta el coddn de parada esta desprovista de secuencias ATG.

La invencion proporciona también células hospedantes que comprenden moléculas de ADN segun la invencion.

La invencion proporciona adicionalmente métodos para generar células hospedantes que expresan un polipéptido de
interés, comprendiendo el método las etapas de: introducir en una pluralidad de células hospedantes precursoras un
casete de expresion segun la invencion, cultivar las células en condiciones que seleccionan la expresion del
polipéptido marcador seleccionable, y seleccionar al menos una célula hospedante productora del polipéptido de
interés.

En un aspecto adicional, la invencidon proporciona métodos para la produccion de un polipéptido de interés,
comprendiendo los métodos cultivar una célula hospedante, comprendiendo dicha célula hospedante un casete de
expresion segun la invencion, y expresar el polipéptido de interés a partir del casete de expresion. En realizaciones
preferidas de la misma, el polipéptido de interés se aisla adicionalmente a partir de las células hospedantes y/o del
medio de cultivo de células hospedantes.

Descripcion detallada de la invencion

En un aspecto, la invencién proporciona una molécula de ADN que comprende una unidad de transcripcion
multicistrénica que codifica i) un polipéptido marcador seleccionable, capaz de ser seleccionado en una célula
hospedante eucariota, y ii) un polipéptido de interés, teniendo el polipéptido de interés una secuencia de iniciacion
de la traduccién separada de la del polipéptido marcador seleccionable, caracterizado porque la secuencia de
codificante para el polipéptido de interés esta en direccion 3' de la secuencia codificante para el marcador
seleccionable en dicha unidad de transcripcion multicistronica, y la secuencia que codifica el marcador seleccionable
no tiene ATG en la hebra codificante tras el codén de inicio del polipéptido marcador seleccionable hasta el codén de
inicio del polipéptido de interés, y en la que la secuencia de inicio de la traduccién en la hebra codificante para el
polipéptido marcador seleccionable se elige del grupo que consiste en:

a) una secuencia de inicio de la traduccion que comprende una mutacidon en los nucledtidos en las
posiciones -3 a -1 y/o +4 de la secuencia de consenso RCCATGG (enlaque Res Ao G,yenlaquelaA
de la secuencia de inicio ATG es nt +1);

b) un codén de inicio GTG;
c) un codén de inicio TTG;
d) un codon de inicio CTG;
€) un codon de inicio ATT; y
f) un codén de inicio ACG.

Dicha molécula de ADN puede usarse segun la invencion para obtener células hospedantes eucariotas que
expresan niveles elevados del polipéptido de interés seleccionando la expresion del polipéptido marcador
seleccionable. Subsiguientemente o de forma simultanea, pueden identificarse una o mas células hospedantes que
expresan el polipéptido de interés, y usarse adicionalmente para la expresion de niveles elevados del polipéptido de
interés.

La expresion “gen monocistronico” se define como un gen capaz de proporcionar una molécula de ARN que codifica
un polipéptido. Una “unidad de transcripcion multicistrénica”, también denominada como un gen multicistronico, se
define como un gen capaz de proporcionar una molécula de ARN que codifica al menos dos polipéptidos. La
expresion “gen bicistronico” se define como un gen capaz de proporcionar una molécula de ARN que codifica dos
polipéptidos. Por lo tanto, un gen bicistrénico esta comprendido dentro de la definicion de un gen multicistronico. Un
“polipéptido”, como se usa en la presente memoria, comprende al menos cinco aminoacidos ligados por enlaces
peptidicos, y puede ser, por ejemplo, una proteina o una parte, tal como una subunidad, de la misma. La mayoria de
veces, los términos polipéptido y proteina se usan intercambiablemente en la presente memoria. Un “gen” o una
“unidad transcripcional”, como se usa en la presente invencion, puede comprender ADN cromosémico, ADNc, ADN
artificial, combinaciones de los mismos, y similares. Las unidades de transcripcién que comprenden varios cistrones
se transcriben como un ARNm individual. En contraste con los enfoques usados en la técnica anterior, en las
unidades de transcripcion multicistronicas de la invencion, la traduccién de la segunda region codificante (es decir,
aquella para la proteina de interés) presente en ese ARN no depende del uso de los sitios de reinicio de la
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traduccion o sitios de entrada del ribosoma internos para el inicio de la traduccién de la segunda regién codificante,
sino mas bien depende de la eficiencia de la traduccion de la primera region codificante (es decir, aquella para la
proteina marcadora seleccionable) de una manera mas o menos reciproca: cuanto mayor es el nivel de traduccion
del marcador seleccionable, menor es el nivel de traduccion de la proteina de interés, y viceversa.

Una unidad de transcripcién multicistronica segun la invencion es preferiblemente una unidad de transcripcion
bicistronica que codifica desde 5 hasta 3’ un polipéptido marcador seleccionable y un polipéptido de interés. Por
tanto, el polipéptido de interés esta codificado en direccion 3’ desde la secuencia codificante para el polipéptido
marcador seleccionable.

También es posible incluir mas secuencias codificantes en la misma unidad de transcripcién, en direcciéon 3’ del
(primer) polipéptido de interés, por ejemplo que codifica un segundo polipéptido marcador seleccionable o un
segundo polipéptido de interés. Tal secuencia codificante extra en direccién 3’ de la secuencia codificante para el
primer polipéptido de interés esta precedida entonces preferiblemente por una secuencia que codifica un sitio de
reinicio de la traduccion o sitio de entrada del ribosoma interno (IRES), de manera que también el segundo
polipéptido de interés o el segundo polipéptido marcador seleccionable es traducido, en este caso
independientemente de las dos secuencias codificantes anteriores. En tal realizacién, es posible por ejemplo que las
secuencias codificantes para subunidades de una proteina multimérica, por ejemplo una cadena pesada y una ligera
de un anticuerpo, sean codificadas como un primer y segundo polipéptido de interés (en cualquier orden), para
codificar subunidades de una proteina multimérica en una Unica unidad de expresion multicistronica. Sin embargo,
se prefiere usar unidades de transcripcion separadas para la expresion de diferentes polipéptidos de interés,
también cuando estos forman parte de una proteina multimérica (véase, por ejemplo, el ejemplo 13: la cadena
pesada y ligera de un anticuerpo estan codificadas cada una por una unidad de transcripcion separada, siendo cada
una de estas unidades de expresion una unidad de expresion bicistronica segun la invencion).

Las moléculas de ADN de la invencion pueden estar presentes en forma de ADN bicatenario, que tiene con respecto
al polipéptido marcador seleccionable y el polipéptido de interés una hebra codificante y una hebra no codificante,
siendo la hebra codificante la hebra con la misma secuencia que el ARN traducido, excepto por la presencia de T en
lugar de U. Por tanto, un codén de inicio AUG esta codificado en la hebra codificante por una secuencia ATG, y la
hebra que contiene esta secuencia ATG correspondiente al codén de inicio AUG en el ARN se designa como la
hebra codificante del ADN. Resultara evidente que los codones de inicio o secuencias de iniciacion de la traduccion
estan de hecho presentes en una molécula de ARN, pero que estos pueden considerarse igualmente materializados
en una molécula de ADN que codifica dicha molécula de ARN; por tanto, siempre que la presente invencion se
refiera a un coddn de inicio o secuencia de iniciacién de la traduccién, se pretende incluir la molécula de ADN
correspondiente que tiene la misma secuencia que la molécula de ARN excepto por la presencia de una T en lugar
de una U en la hebra codificante de dicha molécula de ADN, y viceversa, excepto cuando se especifique
explicitamente otra cosa. En otras palabras, un codén de inicio es por ejemplo una secuencia AUG en ARN, pero la
secuencia ATG correspondiente en la hebra codificante de ADN se designa igualmente como codén de inicio en la
presente invencion. Se usa lo mismo para la referencia de secuencias codificantes “en marco”, lo que significa
tripletes (3 bases) en la molécula de ARN que se traducen a un aminoacido, pero también han de interpretarse como
las secuencias trinucleotidicas correspondientes en la hebra codificante de la molécula de ADN.

El polipéptido marcador seleccionable y el polipéptido de interés codificados por el gen multicistronico tienen cada
uno su propia secuencia de iniciacion de la traduccion, y por lo tanto tienen cada uno su propio codoén de inicio (asi
como codon de parada), es decir, estan codificados por marcos de lectura abiertos separados.

La expresion “marcador de seleccion” o “marcador seleccionable” se usa tipicamente para referirse a un gen y/o
proteina cuya presencia puede detectarse directa o indirectamente en una célula, por ejemplo un polipéptido que
inactiva un agente de seleccion y protege a la célula hospedante de los efectos letales o inhibidores del crecimiento
del agente (por ejemplo, un gen y/o proteina de resistencia a antibiotico). Otra posibilidad es que dicho marcador de
seleccion induzca fluorescencia o un depdésito de color (por ejemplo, proteina fluorescente verde (GFP) y derivados
(por ejemplo, d2EGFP), luciferasa, lacZ, fosfatasa alcalina, etc.), que puede usarse para seleccionar células que
expresan el polipéptido inductor del depdsito de color, por ejemplo usando un clasificador celular activado por
fluorescencia (FACS) para seleccionar células que expresan GFP. Preferiblemente, el polipéptido marcador
seleccionable segun la invencién proporciona resistencia frente a los efectos letales y/o inhibidores del crecimiento
de un agente de seleccion. El polipéptido marcador seleccionable esta codificado por el ADN de la invencion. El
polipéptido marcador seleccionable segun la invencion debe ser funcional en una célula hospedante eucariota, y por
tanto poder seleccionarse en células hospedantes eucariotas. En principio, segun la presente invencion, puede
usarse cualquier polipéptido marcador seleccionable que cumpla este criterio. Dichos polipéptidos marcadores
seleccionables son bien conocidos en la técnica y se usan rutinariamente cuando han de obtenerse clones de
células hospedantes eucariotas, y se proporcionan varios ejemplos en la presente memoria. En ciertas realizaciones,
un marcador de seleccién usado para la invencién es zeocina. En otras realizaciones, se usa blasticidina. El
especialista en la técnica sabra que existen y pueden usarse otros marcadores de seleccién, por ejemplo neomicina,
puromicina, bleomicina, higromicina, etc. En otras realizaciones, se usa kanamicina. En aun otras realizaciones, se
usa el gen DHFR como marcador seleccionable, que puede seleccionarse mediante metotrexato, especialmente
aumentando la concentracion de metotrexato pueden seleccionarse células para numeros aumentados de copias del
gen DHFR. De forma similar, puede usarse el gen de glutamina sintetasa (GS), para el que es posible la seleccién
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en células que tienen insuficiente GS (por ejemplo, células NS-0) cultivando en medio sin glutamina o, como
alternativa, en células que tienen suficiente GS (por ejemplo, células CHO) afiadiendo un inhibidor de GS, la
metionina sulfoximina (MSX). En la tabla 1 de la patente de U.S. 5.561.053 se describen, por ejemplo, otros genes
marcadores seleccionables que podrian usarse, y sus agentes de seleccion; véase también Kaufman, Methods in
Enzymology, 185:537-566 (1990), para una revision de estos.

Cuando han de seleccionarse dos unidades de transcripcion multicistréonicas segun la invencion en una sola célula
hospedante, cada una contiene preferiblemente la secuencia codificante de un marcador seleccionable diferente,
para permitir la seleccién de ambas unidades de transcripcidon multicistronicas. Por supuesto, ambas unidades de
transcripcion multicistrénicas pueden estar presentes en una sola molécula de acido nucleico o, como alternativa,
cada una puede estar presente en una molécula de acido nucleico separada.

El término “seleccion” se define tipicamente como el proceso de usar un marcador de seleccion/marcador
seleccionable y un agente de seleccién para identificar células hospedantes con propiedades genéticas especificas
(por ejemplo, que la célula hospedante contenga un transgén integrado en su genoma). Resulta evidente para un
especialista en la técnica que son posibles numerosas combinaciones de marcadores de selecciéon. Un antibidtico
que es particularmente ventajoso es zeocina, porque la proteina de resistencia a zeocina (zeocina-R) actua
uniéndose al farmaco y volviéndolo inofensivo. Por lo tanto, es facil valorar la cantidad de farmaco que extermina las
células con bajos niveles de expresion de zeocina-R, mientras que permite sobrevivir a las de alta expresion. Todas
las demas proteinas de resistencia a antibiotico de uso comuin son enzimas, y de este modo actuan cataliticamente
(no 1:1 con el farmaco). Por tanto, el antibiético zeocina es un marcador de seleccion preferido. Sin embargo, la
invencion funciona también con otros marcadores de seleccion.

Un polipéptido marcador seleccionable segun la invencion es la proteina que es codificada por el acido nucleico de
la invencion, polipéptido el cual puede detectarse, por ejemplo debido a que proporciona resistencia a un agente de
seleccion tal como un antibiético. Por tanto, cuando se usa un antibiético como agente de seleccion, el ADN codifica
un polipéptido que confiere resistencia al agente de seleccién, polipéptido el cual es el polipéptido marcador
seleccionable. Se conocen las secuencias de ADN que codifican dichos polipéptidos marcadores seleccionables, y
en la presente memoria se proporcionan varios ejemplos de secuencias de tipo salvaje de ADN que codifica
proteinas marcadoras seleccionables (Fig. 26-32). Resultara evidente que los mutantes o derivados de los
marcadores seleccionables pueden usarse también adecuadamente segun la invencion, y estan por lo tanto
incluidos dentro del alcance de la expresion “polipéptido marcador seleccionable”, a condicién de que la proteina
marcadora seleccionable todavia sea funcional. Por conveniencia, y como se acepta generalmente por los expertos,
en muchas publicaciones asi como en la presente memoria, a menudo el gen y la proteina que codifica resistencia a
un agente de seleccion se designan como el “gen (de resistencia) del agente seleccionable” o la “proteina (de
resistencia) del agente de seleccion”, respectivamente, aunque los nombres oficiales pueden ser diferentes, por
ejemplo el gen que codifica la proteina que confiere resistencia a neomicina (asi como a G418 y kanamicina) se
designa a menudo como gen (de resistencia) de neomicina (o neo'), mientras que el nombre oficial es gen de
aminoglucosido 3'-fosfotransferasa.

Para la presente invencion, es beneficioso tener bajos niveles de expresion del polipéptido marcador seleccionable,
de modo que sea posible una seleccion restrictiva. En la presente invencién, esto se produce usando una secuencia
codificante marcadora seleccionable con una eficiencia de traduccién no éptima. Tras la seleccioén, se seleccionaran
solo las células que tengan no obstante niveles suficientes de polipéptido marcador seleccionable, lo que significa
que dichas células deben tener suficiente transcripcion de la unidad de transcripcion multicistronica y suficiente
traduccion del polipéptido marcador seleccionable, lo que proporciona una seleccion de células en las que la unidad
de transcripcion multicistronica se ha integrado o esta presente de otro modo en las células hospedantes en un lugar
en el que los niveles de expresion de esta unidad de transcripcion son elevados. Segun la invencion, la naturaleza
(mas o menos) reciprocamente interdependiente de la traduccidon del polipéptido de interés de aquella de la
eficiencia de la traduccion del marcador asegura niveles de traduccion elevados del polipéptido de interés. Este nivel
elevado de traduccién se superpone sobre los niveles elevados de transcripcion seleccionados por las condiciones
de seleccion restrictivas (y que resultan del uso de un fuerte promotor en las células hospedantes para conducir la
transcripcion de la unidad de transcripcion multicistronica).

Las moléculas de ADN segun la invencion tienen la secuencia codificante para el polipéptido marcador seleccionable
en direcciéon 5 de la secuencia codificante para el polipéptido de interés, para proporcionar un transcrito
multicistrénico con traduccion reciprocamente interdependiente del polipéptido de interés y el polipéptido marcador
seleccionable. Por tanto, la unidad de transcripcion multicistrénica comprende, en la direccion 5 a 3’ (tanto en la
hebra transcrita del ADN como en el ARN transcrito resultante) la secuencia codificante para el polipéptido marcador
seleccionable y la secuencia codificante para el polipéptido de interés.

Segun la invencion, las regiones codificantes para el gen multicistronico se traducen preferiblemente a partir del
ORF dependiente de caperuza, y por lo tanto el polipéptido marcador seleccionable en principio también se
produciria en abundancia. Para prevenir tal traduccion elevada del cistron marcador seleccionable, segun la
invencion la secuencia de acido nucleico que codifica el polipéptido marcador seleccionable comprende una
mutacioén (en el marco de lectura abierto (ORF) o en las secuencias de iniciaciéon de la traduccion que preceden al
ORF, o en ambos) que reduce la eficiencia de la traduccion del polipéptido marcador seleccionable en una célula
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hospedante eucariota. La eficiencia de traduccion deberia ser menor que la de la secuencia de tipo salvaje
correspondiente en la misma célula, es decir, la mutacién deberia dar como resultado menos polipéptido por célula
por unidad de tiempo, y por tanto menos polipéptido marcador seleccionable. Este se puede detectar usando
métodos habituales conocidos por la persona experta en la técnica. Por ejemplo, en el caso de seleccion con
antibidticos, la mutaciéon dara como resultado menor resistencia que la obtenida con la secuencia que no tiene tal
mutacion y por tanto eficiencia de traduccion normal, diferencia la cual se puede detectar facilmente determinando el
numero de colonias supervivientes tras un periodo de seleccién normal, que sera menor cuando esta presente una
mutacion que disminuye la eficiencia de la traduccion. Como es bien conocido por la persona experta en la técnica,
hay un numero de parametros que indican el nivel de expresion del polipéptido marcador, tales como la
concentracion maxima de agente de seleccion al que todavia son resistentes las células, el nUmero de colonias
supervivientes a una concentracion dada, la velocidad de crecimiento (tiempo de doblaje) de las células en
presencia de agente de seleccion, combinaciones de los anteriores, y similares.

Segun la invencion, la mutacion que disminuye la eficiencia de la traduccién es una mutacién que disminuye la
eficiencia de iniciacion de la traduccion. Esta se puede establecer, por ejemplo, segun la presente invencion,
proporcionando la secuencia codificante del polipéptido marcador seleccionable con una secuencia de inicio de la
traduccion no 6ptima.

Segun la invencion, la eficiencia de iniciacion de la traduccion del gen marcador seleccionable en células eucariotas
se puede disminuir adecuadamente segun la invencion mutando el coddén de inicio y/o los nucleétidos en las
posiciones -3 a -1y +4 (en las que la A del coddn de inicio ATG es nt +1), por ejemplo en la hebra codificante de la
secuencia de ADN correspondiente, para proporcionar una secuencia de inicio de la traducciéon no 6ptima. Una
secuencia de inicio de la traduccidon se designa a menudo en el campo como una “secuencia Kozak”, y una
secuencia Kozak éptima es RCCATGG, con el coddn de inicio subrayado, siendo R una purina, es decir, A o G
(véanse Kozak M, 1986, 1987, 1989, 1990, 1997, 2002). Por tanto, ademas del propio coddn de inicio, es relevante
el contexto del mismo, en particular los nucleétidos -3 a -1y +4, y una secuencia de inicio de la traduccién 6ptima
comprende un codoén de inicio Optimo (es decir, ATG) en un contexto 6ptimo (es decir, el ATG precedido
directamente por RCC y seguido directamente por G). Una secuencia de inicio de la traduccion no éptima se define
aqui como cualquier secuencia que da al menos alguna traduccion detectable en una célula eucariota (detectable
debido a que el polipéptido marcador de seleccion es detectable), y que no tiene la secuencia de consenso
RCCATGG (cododn de inicio subrayado). La traduccion por los ribosomas comienza preferiblemente en el primer
codon de inicio que encuentra cuando escanea la caperuza de 5’ del ARNm (mecanismo de escaneado), y es lo mas
eficaz cuando esta presente una secuencia Kozak optima (véanse Kozak M, 1986, 1987, 1989, 1990, 1997, 2002).
Sin embargo, en un pequefio porcentaje de sucesos, se reconocen secuencias de iniciacion de la traduccion no
optimas y son usadas por el ribosoma para iniciar la traduccion. La presente invencion hace uso de este principio, y
permite reducir e incluso ajustar finamente la cantidad de traduccion y por tanto de la expresion del polipéptido
marcador seleccionable, que puede usarse por lo tanto para aumentar la restriccion del sistema de seleccion.

En una primera realizacion de la invencion, el codén de inicio ATG del polipéptido marcador seleccionable (en la
hebra codificante del ADN, que codifica el codén de inicio AUG correspondiente en el producto de transcripcion de
ARN) se deja intacto, pero las posiciones en -3 a -1 y +4 estan mutadas de manera que ya no cumplen la secuencia
Kozak 6ptima, por ejemplo proporcionando la secuencia TTTATGT como el sitio de inicio de la traduccion (coddn de
inicio ATG subrayado). Esta claro que se podrian usar otras mutaciones alrededor del codén de inicio en las
posiciones -3 a -1 y/o +4 con resultados similares usando las ensefianzas de la presente invencién, como se puede
evaluar normal y facilmente por la persona experta en la técnica. La idea de esta primera realizacion es que el codén
de inicio ATG se coloca en un contexto “no 6ptimo” para el inicio de la traduccién.

En una realizacion segunda y preferida, el propio codon de inicio ATG del polipéptido marcador seleccionable esta
mutado. Esto conducird en general a niveles incluso menores de iniciacion de la traduccion que la primera
realizacion. El codon de inicio ATG en esta segunda realizacion se muta a otro codén, lo que se ha informado que
proporciona cierta iniciaciéon de la traduccion, por ejemplo a GTG, TTG, CTG, ATT o ACG (designados
colectivamente en la presente memoria como “codones de inicio no 6ptimos”). En realizaciones preferidas, el codén
de inicio ATG se muta a un codon de inicio GTG. Esto proporciona niveles de expresion aun menores (menor
traduccioén) que con el codon de inicio ATG intacto, pero en un contexto no optimo. Mas preferiblemente, el codén de
inicio ATG se muta a un codon de inicio TTG, que proporciona niveles de expresion aun menores del polipéptido
marcador seleccionable que con el codon de inicio GTG (Kozak M, 1986, 1987, 1989, 1990, 1997, 2002; véanse
también los ejemplos 9-13 aqui).

Para la segunda realizacion, es decir, cuando se usa un codén de inicio no ATG, es muy preferido proporcionar un
contexto 6ptimo para dicho coddén de inicio, es decir, los codones de inicio no éptimos preferiblemente estan
precedidos directamente por los nucledtidos RCC en posiciones -3 a -1 y estan seguidos directamente por un
nucledtido G (posicién +4). Sin embargo, se ha informado que usando la secuencia TTTGTGG (codén de inicio
subrayado), se observa cierta iniciacion al menos in vitro, asi que, aunque muy preferido, puede no ser
absolutamente necesario proporcionar un contexto éptimo para los codones de inicio no éptimos.

Las secuencias de ATG en la secuencia codificante para un polipéptido, pero que excluyen el codén de inicio ATG,
se designan como “ATG internos”, y si estas estan en marco con el ORF y codifican por lo tanto metionina, la
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metionina resultante en el polipéptido se designa como “metionina interna”. Segun la invencion, la regién codificante
(después del codon de inicio, no incluyendo necesariamente el coddn de inicio) que codifica el polipéptido marcador
seleccionable esta desprovista preferiblemente de cualquier secuencia ATG en la hebra codificante del ADN, hasta
(pero sin incluir) el coddn de inicio del polipéptido de interés (obviamente, el codén de inicio del polipéptido de
interés puede ser, y de hecho es preferiblemente, un codon de inicio ATG). Esto se puede establecer mutando
cualquiera de tal secuencia ATG en la secuencia codificante del polipéptido marcador seleccionable, tras su codén
de inicio (como esta claro a partir de las ensefianzas anteriores, el codén de inicio del propio polipéptido marcador
seleccionable puede ser una secuencia ATG, aunque no es necesariamente asi). Para este fin, preferiblemente se
usa la degeneracion del codigo genético para evitar mutar siempre que sea posible aminoacidos en el polipéptido
marcador seleccionable. Por tanto, siempre que esté presente una ATG en la hebra codificante de la secuencia de
ADN que codifica el polipéptido marcador seleccionable, ATG la cual no esta en marco con el ORF del polipéptido
marcador seleccionable, y por lo tanto no codifica una metionina interna en el polipéptido marcador seleccionable, la
ATG se puede mutar de manera que el polipéptido resultante no tenga mutaciones en su secuencia de aminoacidos
interna. Cuando la ATG es un coddn en marco que codifica una metionina interna, el codén se puede mutar, y el
polipéptido mutado resultante se puede comprobar normalmente para determinar la actividad del polipéptido
marcador seleccionable. De esta manera, se puede escoger una mutacion que conduzca a un polipéptido marcador
seleccionable mutado que todavia es activo como tal (pueden existir diferencias cuantitativas, pero aquellas son
menos relevantes, y de hecho incluso podria ser beneficioso tener menos variantes activas para los fines de la
presente invencion; el requisito minimo es que el polipéptido marcador seleccionable todavia pueda ser
seleccionado en células eucariotas). Los aminoacidos valina, treonina, isoleucina y leucina son estructuralmente
similares a metionina, y por lo tanto los codones que codifican uno de estos aminoacidos son buenos candidatos de
partida para ser ensayados en lugar de metionina en la secuencia codificante después del codon de inicio. Por
supuesto, usando las ensefianzas de la presente invencion, el experto en la técnica puede ensayar igualmente otros
aminoacidos en lugar de metioninas internas, usando técnicas de biologia molecular habituales para mutar el ADN
codificante, y ensayos habituales para determinar la funcionalidad del polipéptido marcador seleccionable. Ademas
de técnicas de biologia molecular habituales para mutar el ADN, actualmente también es posible sintetizar a
voluntad (si se requiere usando etapas de subclonacion) secuencias de ADN que tienen una longitud suficiente para
un ORF de un polipéptido marcador seleccionable, y tales secuencias de ADN sintéticas en la actualidad pueden
pedirse comercialmente de diversas compafiias. Por tanto, usando las ensefianzas de la presente invencion, el
experto en la técnica puede disefiar secuencias apropiadas segun la invencién que codifican un polipéptido
marcador seleccionable (con una mutacién que disminuye el inicio de la traduccion, y preferiblemente que no tienen
secuencias ATG internas), hacer que se sintetice esta secuencia, y someter a ensayo la molécula de ADN para
determinar la funcionalidad del marcador seleccionable codificado introduciendo la molécula de ADN en células
hospedantes eucariotas y someter a ensayo para determinar la expresion del polipéptido marcador seleccionable
funcional. La disponibilidad comercial de tales secuencias también hace factible proporcionar sin demasiado
problema secuencias codificantes marcadoras de seleccidon que carecen de secuencias ATG internas, en las que la
secuencia codificante de tipo salvaje del polipéptido marcador de seleccion comprende varias secuencias ATG
internas de este tipo.

Proporcionando una secuencia codificante para un polipéptido marcador seleccionable que carece de cualquier
secuencia ATG interna, se reducen las ocasiones del inicio inadvertido de la traduccién por ribosomas que pasan la
(primera) secuencia (no 6ptima) de inicio de la traduccion del polipéptido marcador seleccionable en un trinucleétido
ATG interno, de manera que los ribosomas continuaran barriendo la primera secuencia de inicio de la traduccion
6ptima, es decir, la del polipéptido de interés.

Estara claro que no se requiere necesariamente de forma estricta eliminar todas las secuencias ATG internas de la
secuencia codificante del marcador seleccionable, en tanto que la inmensa mayoria de ribosomas no usaran tales
secuencias ATG internas como un sitio de inicio de la traduccién, por ejemplo debido a que tales ATG internas
habitualmente no estan en un contexto éptimo para el inicio de la traduccién. Sin embargo, también a la vista del
hecho de que incluso una secuencia ATG en un contexto no éptimo da lugar a sucesos de inicio de la traduccion
significativos (en general mucho mayores que a partir de un codoén de inicio no ATG en un contexto éptimo), también
esta claro que si estan presentes varias secuencias ATG internas en la region codificante del marcador
seleccionable, cada una de éstas puede sustraer una fraccién de ribosomas que comienzan la traduccién de esas
ATG, evitando que alcance la unidad de traduccion en direccion 3’ que codifica el polipéptido de interés, y por tanto
da como resultado menor expresion del polipéptido de interés. Esta es la razén por la que se prefiere tener una
secuencia que codifica el polipéptido marcador seleccionable, secuencia la cual esta libre de secuencias ATG
internas. Posiblemente, si se desea, la relacion de ribosomas que traducen el polipéptido de interés puede incluso
potenciarse adicionalmente mutando cualesquiera sitios de inicio de la traducciéon potenciales no éptimos en la
secuencia que codifica el polipéptido marcador seleccionable.

Claramente, cualquier secuencia presente en la hebra codificante entre el codén de parada del marcador
seleccionable y el codon de inicio del polipéptido de interés se puede disefiar de manera que no comprenda
secuencias ATG, u otros codones de inicio de la traduccion potenciales no éptimos.

Claramente, se prefiere enormemente segun la presente invencion que la secuencia de inicio de la traduccion del
polipéptido de interés comprenda una secuencia de inicio de la traduccion 6ptima, es decir, que tenga la secuencia
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de consenso RCCATGG (coddn de inicio subrayado). Esto dara como resultado una traduccion muy eficiente del
polipéptido de interés.

Como consecuencia de estas medidas, se proporciona el mecanismo de traduccién reciprocamente
interdependiente de la invencién: los ribosomas barren desde la caperuza del ARNm que contiene la unidad de
transcripcion multicistronica, y un pequefio porcentaje de ribosomas traducira el primer marco de lectura abierto, es
decir, la proteina marcadora seleccionable, debido a que se proporciona con una mutacion que disminuye la
eficiencia de la traduccion, mientras que la inmensa mayoria de los ribosomas pasaran este marco de lectura abierto
y comenzaran la traduccion en el sitio de inicio de la traduccion 6ptimo del polipéptido de interés, dando como
resultado niveles bajos de proteina marcadora seleccionable y niveles elevados de polipéptido de interés.
Proporcionando la secuencia codificante del marcador con diferentes mutaciones que conducen a varios niveles de
eficiencia reducida de la traduccién, se incrementa la restriccion de la seleccion y aumentan reciprocamente los
niveles de expresion del polipéptido de interés, de manera que es posible el ajuste fino: por ejemplo usando un
codon de inicio TTG para el polipéptido marcador de seleccion, s6lo muy pocos ribosomas traduciran a partir de este
codon de inicio, dando como resultado niveles muy bajos de proteina marcadora seleccionable, y por tanto una
elevada restriccion de seleccion, y al mismo tiempo casi todos los ribosomas traduciran el polipéptido de interés.

Se demuestra aqui que esto se puede usar en un sistema de seleccion muy robusto, conduciendo a un porcentaje
muy grande de clones que expresan el polipéptido de interés a niveles elevados, segun se desee. Ademas, los
niveles de expresion obtenidos para el polipéptido de interés parecen ser significativamente mayores que los
obtenidos cuando se criba un nimero ain mayor de colonias usando los sistemas de seleccidon conocidos hasta
ahora.

Ademas de una eficiencia reducida de la iniciacién de la traduccién, podria ser beneficioso proporcionar también una
eficiencia reducida del alargamiento de la traduccion del polipéptido marcador seleccionable, por ejemplo mutando la
secuencia codificante del mismo de modo que comprenda varios codones no preferidos de la célula hospedante,
para reducir adicionalmente los niveles de traduccion del polipéptido marcador y permitir condiciones de seleccion
aun mas rigurosas, si se desea. En ciertas realizaciones, ademas de la mutacién o mutaciones que reducen la
eficiencia de la traduccion segun la invencion, el polipéptido marcador seleccionable comprende adicionalmente una
mutacion que reduce la actividad del polipéptido marcador seleccionable en comparacion con su contrapartida de
tipo salvaje. Estoo puede usarse para aumentar la restriccion de la seleccion mas ain. Como ejemplos no limitantes,
puede mutarse la prolina en posicion 9 en el polipéptido de resistencia a zeocina, por ejemplo, a Thr o Phe, y para el
polipéptido de resistencia a neomicina, pueden mutarse adicionalmente el resto de aminoacido 182 6 261 o ambos
(véase, por ejemplo, el documento WO 01/32901).

En algunas realizaciones de la invencion, se coloca una secuencia denominada espaciadora en direccion 3’ de la
secuencia que codifica el codén de inicio del polipéptido marcador seleccionable, secuencia espaciadora la cual es
preferiblemente una secuencia en marco con el codén de inicio y que codifica unos pocos aminoacidos, y que no
contiene una estructura secundaria (Kozak, 1990), y no contiene la secuencia ATG. Dicha secuencia espaciadora
puede usarse para reducir adicionalmente la frecuencia de iniciacion de la traduccion si esta presente una estructura
secundaria en el ARN (Kozak, 1990) del polipéptido marcador seleccionable (por ejemplo, para zeocina,
posiblemente de blasticidina), y por tanto aumentar el rigor del sistema de seleccion segun la invencion.

La invencién también proporciona una molécula de ADN que comprende la secuencia que codifica una proteina
marcadora seleccionable funcional segun la invencion, molécula de ADN la cual:

i) tiene una secuencia de inicio de la traduccién escogida del grupo que consiste en:

a) una secuencia de inicio de la traduccidon que comprende una mutacion en los nucleétidos en las
posiciones -3 a -1 y/o +4 de la secuencia de consenso RCCATGG (enlaque Res Ao G, yenla
que la A de la secuencia de inicio ATG es nt +1);

b) un coddn de inicio GTG;
c) un codén de inicio TTG;
d) un codon de inicio CTG;
€) un codon de inicio ATT; y

f) un codoén de inicio ACG, seguido de una secuencia codificante marcadora seleccionable de otro
modo funcional, y

ii) porque la hebra codificante de la secuencia que define el polipéptido marcador seleccionable en direccion
3’ del coddn de inicio no 6ptimo y hasta el codén de parada esta desprovista de secuencias ATG. Tales
moléculas de ADN engloban un producto intermedio Util segun la invencién. Estas moléculas se pueden
preparar primero, se pueden introducir en células hospedantes eucariotas y se pueden ensayar para
determinar la funcionalidad (para algunos marcadores esto es posible incluso en células hospedantes
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procariotas), si se desea de manera (semi)cuantitativa, del polipéptido marcador seleccionable. Entonces
pueden usarse adicionalmente para preparar una molécula de ADN segun la invencién, que comprende la
unidad de transcripcion multicistrénica.

Es un aspecto preferido de la invencién proporcionar un casete de expresiéon que comprende la molécula de ADN
segun la invencion, que tiene la unidad de transcripcion multicistronica. Dicho casete de expresion es util para
expresar secuencias de interés, por ejemplo en células hospedantes. Un “casete de expresion”, como se usa en la
presente memoria, es una secuencia de acido nucleico que comprende al menos un promotor ligado funcionalmente
a una secuencia de la que se desea la expresion. Preferiblemente, un casete de expresion contiene adicionalmente
secuencias de terminacion de la transcripcion y de poliadenilacion. Pueden incluirse también otras secuencias
reguladoras tales como potenciadores. Por tanto, la invencién proporciona un casete de expresion que comprende
en el siguiente orden: 5’- promotor - unidad de transcripcion multicistronica segun la invencién, que codifica un
polipéptido marcador seleccionable y en direccion 3’ de la misma un polipéptido de interés - secuencia de
terminacion de la transcripcién - 3'. El promotor debe ser capaz de funcionar en una célula hospedante eucariota, es
decir, debe ser capaz de dirigir la transcripcion de la unidad de transcripcion multicistronica. El casete de expresion
puede contener opcionalmente otros elementos conocidos en la técnica, por ejemplo sitios de corte y empalme para
comprender intrones, y similares. En algunas realizaciones, esta presente un intrén detras del promotor y antes de la
secuencia que codifica el polipéptido de interés.

Para obtener la expresién de secuencias de acidos nucleicos que codifican proteina, es bien conocido por los
expertos en la técnica que las secuencias capaces de dirigir dicha expresion pueden estar ligadas funcionalmente
con las secuencias de acidos nucleicos que codifican la proteina, dando como resultado moléculas de acidos
nucleicos recombinantes que codifican una proteina en formato expresable. En la presente invencion, el casete de
expresion comprende una unidad de transcripcion multicistronica. En general, la secuencia promotora se coloca en
direccién 5’ de las secuencias que deberian expresarse. Estan disponibles en la técnica vectores de expresion muy
usados, por ejemplo, la serie de vectores pcDNA y pEF de Invitrogen, pMSCV y pTK-Hyg de BD Sciences, pCMV-
Script de Stratagene, etc., que pueden usarse para obtener secuencias promotoras y/o terminadoras de la
transcripcion adecuadas, secuencias de poliA, y similares.

Cuando la secuencia que codifica el polipéptido de interés se inserta apropiadamente con referencia a las
secuencias que gobiernan la transcripcion y traduccion del polipéptido codificado, el casete de expresion resultante
es util para producir el polipéptido de interés, designado como expresién. Las secuencias que dirigen la expresion
pueden incluir promotores, potenciadores y similares, y combinaciones de los mismos. Estos deberian ser capaces
de funcionar en la célula hospedante, dirigiendo de ese modo la expresion de las secuencias de acidos nucleicos
que estan ligadas funcionalmente a ellos. La persona experta en la técnica es consciente de que pueden usarse
diversos promotores para obtener la expresion de un gen en células hospedantes. Los promotores pueden ser
constitutivos o regulados, y pueden obtenerse de diversas fuentes, incluyendo virus, fuentes procariotas o
eucariotas, o pueden disefarse artificialmente. La expresién de los acidos nucleicos de interés puede ser a partir del
promotor natural o un derivado del mismo, o a partir de un promotor enteramente heterdlogo (Kaufman, 2000).
Algunos promotores bien conocidos y muy usados para la expresion en células eucariotas comprenden promotores
derivados de virus, tales como adenovirus, por ejemplo el promotor E1A, promotores derivados de citomegalovirus
(CMV), tales como el promotor inmediato temprano (IE) de CMV (designado en la presente memoria como el
promotor de CMV) (obtenible, por ejemplo, a partir de pcDNA, Invitrogen), promotores derivados del Virus del Simio
40 (SV40) (Das et al, 1985), y similares. Los promotores adecuados también se pueden derivar de células
eucariotas, tales como promotores de metalotioneina (MT), el promotor del factor 1a de alargamiento (EF-1a) (Gill et
al., 2001), el promotor de ubiquitina C o UB6 (Gill et al., 2001; Schorpp et al, 1996), el promotor de actina, un
promotor de inmunoglobulina, promotores del choque término, y similares. Algunos promotores preferidos para
obtener la expresién en células eucariotas, que son promotores adecuados en la presente invencion, son el
promotor de CMV, un promotor de EF1-alfa de mamifero, un promotor de ubiquitina de mamifero tal como un
promotor de ubiquitina C, o un promotor de SV40 (por ejemplo, obtenible de pIRES, n° de cat. 631605, BD
Sciences). El ensayo de la funcion del promotor y la fortaleza de un promotor es una cuestion de rutina para una
persona experta en la técnica, y en general puede comprender, por ejemplo, clonar un gen de ensayo, tal como lacZ,
luciferasa, GFP, etc., detras de la secuencia promotora, y ensayar la expresion del gen de ensayo. Por supuesto, los
promotores se pueden alterar por supresion, adicion, mutacion de las secuencias alli, y se pueden ensayar para
determinar la funcionalidad, para encontrar secuencias promotoras nuevas, atenuadas, o mejoradas. Segun la
presente invencion, se prefieren promotores fuertes que dan niveles elevados de transcripcién en las células
eucariotas de eleccion.

En ciertas realizaciones, una molécula de ADN segun la invencion es parte de un vector, por ejemplo un plasmido.
Dichos vectores pueden manipularse facilmente mediante métodos bien conocidos por la persona experta en la
técnica, y pueden disefiarse, por ejemplo, para que sean capaces de replicarse en células procariotas y/o
eucariotas. Ademas, muchos vectores pueden usarse directamente o en forma de un fragmento deseado aislado a
partir del mismo para la transformacion de células eucariotas, y se integraran en todo o en parte en el genoma de
dichas células, dando como resultado células hospedantes estables que comprenden el acido nucleico deseado en
su genoma.
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Los sistemas de expresion convencionales son moléculas de ADN en forma de un plasmido recombinante o un
genoma virico recombinante. El plasmido o el genoma virico se introduce en células (hospedantes eucariotas) y
preferiblemente se integra en sus genomas mediante métodos conocidos en la técnica. En realizaciones preferidas,
la presente invencion también usa estos tipos de moléculas de ADN para suministrar su sistema de expresion
transgénico mejorado. Una realizacion preferida de la invencion es el uso de ADN plasmidico para suministrar el
sistema de expresion. Un plasmido contiene un nimero de componentes: los componentes convencionales,
conocidos en la técnica, son un origen de replicacion y un marcador seleccionable para la propagacion del plasmido
en células bacterianas; un marcador seleccionable que funciona en células eucariotas para identificar y aislar células
hospedantes que poseen un sistema de expresion transgénico integrado; la proteina de interés, cuya transcripcion a
alto nivel es provocada por un promotor que es funcional en células eucariotas (por ejemplo el promotor/potenciador
temprano inmediato principal de citomegalovirus humano, pCMV (Boshart et al., 1985); y terminadores
transcripcionales viricos (por ejemplo el sitio de poliadenilacion de SV40 (Kaufman y Sharp, 1982) para el transgén
de interés y el marcador seleccionable.

El vector usado puede ser cualquier vector que sea adecuado para clonar ADN y que puede usarse para la
transcripciéon de un acido nucleico de interés. Cuando se usan células hospedantes, se prefiere que el vector sea un
vector de integracion. Alternativamente, el vector puede ser un vector que se replica episdmicamente.

Es ampliamente apreciado que la estructura de cromatina y otros mecanismos de control epigenéticos pueden influir
en la expresion de transgenes en células eucariotas (por ejemplo, Whitelaw et al., 2001). Las unidades de expresion
muticistronicas segun la invencién forman parte de un sistema de seleccion con un régimen de seleccién mas bien
riguroso. Esto requiere generalmente niveles elevados de transcripcion en las células hospedantes de eleccion. Para
aumentar la oportunidad de encontrar clones de células hospedantes que sobrevivan al régimen de seleccion
riguroso, y posiblemente para aumentar la estabilidad de la expresion en los clones obtenidos, sera preferible
generalmente aumentar la predecibilidad de la transcripcion. Por lo tanto, en realizaciones preferidas, un casete de
expresion segun la invencion comprende adicionalmente al menos un elemento de control de cromatina. Un
“elemento de control de cromatina”, como se usa en la presente memoria, es un término colectivo para secuencias
de ADN que pueden tener de algin modo un efecto sobre la estructura de cromatina y con ello sobre el nivel de
expresion y/o estabilidad de la expresion de los transgenes en su vecindad (funcionan “en cis”, y por tanto se
colocan preferiblemente a 5 kb, mas preferiblemente a 2 kb, ain mas preferiblemente a 1 kb del transgén) en células
eucariotas. Dichos elementos se han usado algunas veces para aumentar el numero de clones que tienen los
niveles deseados de expresion transgénica. Los mecanismos mediante los cuales estos elementos funcionan
pueden diferir para e incluso en diferentes clases de tales elementos, y no son completamente conocidos para todos
los tipos de dichos elementos. Sin embargo, tales elementos se han descrito, y para los fines de la presente
invencion se eligen elementos de control de cromatina del grupo que consiste en regiones de uniéon a matriz o
armazon (MARs/SARs) (por ejemplo, Phi-Van et al, 1990; documentos WO 02/074969, WO 2005/040377), aislantes
(West et al, 2002), tales como el elemento aislante de beta-globina (5’ HS4 del locus de beta-globina de pollo), scs,
scs’ y similares (por ejemplo, Chung et al, 1993, 1997; Kellum y Schedl, 1991; documentos WO 94/23046, WO
96/04390, WO 01/02553, WO 2004/027072), un elemento de apertura de cromatina ubicuo (UCOE) (documentos
WO 00/05393, WO 02/24930, WO 02/099089, WO 02/099070), y secuencias antirrepresoras (también designadas
como secuencias “STAR”) (Kwaks et al, 2003; documento WO 03/004704). Los ejemplos no limitantes de
secuencias MAR/SAR que se podrian usar en la actual invencion son 5 MAR de lisozima de pollo (Phi-Van et al,
1990) o sus fragmentos, por ejemplo las regiones B, K, y F, como se describe en el documento WO 02/074969);
secuencias de ADN que comprenden al menos un elemento de ADN doblado y al menos un sitio de unién para una
proteina de unidon a ADN, preferiblemente que contiene al menos 10% de dinucledtido TA, y/o al menos 12% de
dinucleétido AT en un tramo de 100 pares de bases contiguas, tal como una secuencia seleccionada del grupo que
comprende las secuencias SEQ ID Nos 1 a 27 en el documento WO 2005/040377, teniendo los fragmentos de una
cualquiera de las SEQ ID Nos 1 a 27 en el documento WO 2005/040377 una longitud de al menos 100 nucleétidos y
que tienen actividad MAR, secuencias que son al menos 70% idénticas en secuencia nucleotidica a una cualquiera
de SEQ ID Nos 1 a 27 en el documento WO 2005/040377 o sus fragmentos y que tienen actividad MAR, en el que la
actividad MAR se define como siendo capaz de unirse a matrices/armazones nucleares in vitro y/o de alterar la
expresion de secuencias codificantes ligadas operablemente a un promotor; secuencias escogidas de una
cualquiera de SEQ ID NO: 1 a 5 en el documento WO 02/074969, fragmentos de una cualquiera de una cualquiera
de SEQ ID NO: 1 a 5 en el documento WO 02/074969 y que tienen actividad MAR, secuencias que son al menos
70% idénticas en secuencia nucleotidica a una cualquiera de SEQ ID NO: 1 a 5 en el documento WO 02/074969 o
sus fragmentos y que tienen actividad MAR; secuencias escogidas de SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2 en el
documento WO 2004/027072, sus fragmentos funcionales y secuencias que son al menos 70% idénticas a ellas. Un
ejemplo no limitante de secuencias aislantes que se podrian usar en la presente invencion es una secuencia que
comprende SEQ ID NO: 1 del documento WO 01/02553. Los ejemplos no limitantes de UCOEs que se podrian usar
en la presente invencidon son secuencias representadas en las Figuras 2 y 7 del documento WO 02/24930, sus
fragmentos funcionales y secuencias que son al menos 70% idénticas a ellas mientras que todavia retienen
actividad, secuencias que comprenden SEQ ID NO: 28 del documento US 2005/181428, sus fragmentos funcionales
y secuencias que son al menos 70% idénticas a ellas mientras todavia retienen actividad.

Preferiblemente, dicho elemento de control de cromatina es una secuencia antirrepresora, preferiblemente elegida
del grupo que consiste en: a) una cualquiera de SEQ. ID. NO. 1 a SEQ. ID. NO. 66; b) fragmentos de una cualquiera
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de SEQ. ID. NO. 1 a SEQ. ID. NO. 66, en el que dichos fragmentos tienen actividad antirrepresora (“fragmentos
funcionales”); c) secuencias que son al menos 70% idénticas en la secuencia nucleotidica a a) o a b), en el que
dichas secuencias tienen actividad antirrepresora (“derivados funcionales”); y d) el complemento de una cualquiera
de a) a c). Preferiblemente, dicho elemento de control de cromatina se elige del grupo que consiste en STARG7
(SEQ. ID. NO. 66), STAR7 (SEQ. ID. NO. 7), STAR9 (SEQ. ID. NO. 9), STAR 17 (SEQ. ID. NO. 17), STAR27 (SEQ.
ID. NO. 27), STAR29 (SEQ. ID. NO. 29), STAR43 (SEQ. ID. NO. 43), STAR44 (SEQ. ID. NO. 44), STAR45 (SEQ. ID.
NO. 45), STAR47 (SEQ. ID. NO. 47), STAR61 (SEQ. ID. NO. 61), o un fragmento funcional o derivado de dichas
secuencias STAR. En una realizacién particularmente preferida, dicha secuencia STAR es STAR67 (SEQ. ID. NO.
66), o un fragmento funcional o derivado de la misma. En ciertas realizaciones preferidas, STAR67 o un fragmento
funcional o derivado de la misma esta situado en direccion 5 de un promotor que dirige la expresion de la unidad de
transcripcion multicistronica. En otras realizaciones preferidas, los casetes de expresion segun la invencion estan
flanqueados en ambos lados por al menos una secuencia antirrepresora.

Las secuencias que tienen actividad antirrepresora como se usa aqui son secuencias que son capaces de
contrarrestar al menos en parte el efecto represor de proteinas HP1 o HPC2 cuando estas proteinas se unen a ADN.
Las secuencias que tienen actividad antirrepresora (algunas veces también denominadas como secuencias
antirrepresoras o elementos antirrepresores aqui) adecuadas para la presente invencion se han descrito en el
documento WO 03/004704, y se acufiaron alli como secuencias “STAR” (siempre que una secuencia se cite como
una secuencia STAR aqui, esta secuencia tiene actividad antirrepresora segun la invencién). Como ejemplo no
limitante, las secuencias de 66 elementos antirrepresores, denominadas STAR1-65 (véase el documento WO
03/004704) y STAR 67, se presentan aqui como SEQ. ID. NOs. 1-65 y 66, respectivamente.

Segun la invencion, un fragmento funcional o derivado de un elemento antirrepresor dado se considera equivalente a
dicho elemento antirrepresor cuando todavia tiene actividad antirrepresora. La presencia de tal actividad
antirrepresora se puede comprobar facilmente por la persona experta en la técnica, por ejemplo mediante el ensayo
descrito mas abajo. Los fragmentos funcionales o derivados se pueden obtener facilmente por una persona experta
en la técnica de biologia molecular partiendo de una secuencia antirrepresora dada, y realizando supresiones,
adiciones, sustituciones, inversiones y similares (véase, por ejemplo, el documento WO 03/004704). Un fragmento
funcional o derivado también comprende ortdlogos de otras especies, que se pueden encontrar usando las
secuencias antirrepresoras conocidas mediante métodos conocidos por la persona experta en la técnica (véase, por
ejemplo, el documento WO 03/004704). Por tanto, la presente invencién engloba fragmentos de las secuencias
antirrepresoras, en el que dichos fragmentos todavia tienen actividad antirrepresora. La invencién también engloba
secuencias que son al menos 70% idénticas en secuencia nucleotidica a dichas secuencias que tienen actividad
antirrepresora, o a fragmentos funcionales de las mismas que tienen actividad antirrepresora, en tanto que estas
secuencias que son al menos 70% idénticas tengan todavia la actividad antirrepresora segun la invencion.
Preferiblemente, dichas secuencias son al menos 80% idénticas, mas preferiblemente al menos 90% idénticas, y
todavia mas preferiblemente al menos 95% idénticas a la secuencia nativa de referencia o su fragmento funcional.
Para fragmentos de una secuencia dada, el porcentaje de identidad se refiere a aquella porcion de la secuencia
nativa de referencia que se encuentra en el fragmento.

Las secuencias que tienen actividad antirrepresora segun la invencion se pueden obtener por diversos métodos,
incluyendo, pero sin limitarse a, la clonacién a partir del genoma humano o a partir del genoma de otro organismo, o,
por ejemplo, amplificando secuencias antirrepresoras conocidas directamente a partir de tal genoma usando el
conocimiento de las secuencias, por ejemplo mediante PCR, o se pueden sintetizar quimicamente en parte o
completamente.

Las secuencias que tienen actividad antirrepresora, y sus fragmentos funcionales o derivados, se definen
estructuralmente aqui por su secuencia, y ademas se definen funcionalmente como secuencias que tienen actividad
antirrepresora, que se puede determinar con el ensayo descrito mas abajo.

Cualquier secuencia que tenga actividad antirrepresora segun la presente invencion deberia ser al menos capaz de
sobrevivir al siguiente ensayo funcional (véase el documento WO 03/004704, ejemplo 1).

Células U-2 OS humanas (ATCC HTB-96) se transfectan de forma estable con el plasmido pTet-Off (Clontech
K1620-A) y con acido nucleico que codifica una proteina de fusién LexA-represor que contiene el dominio de unién a
ADN LexA y la region codificante de HP1 o HPC2 (proteinas del grupo Polycomb de Drosophila que reprimen la
expresion génica cuando se unen a ADN; el ensayo funciona con cualquier proteina de fusion) bajo el control del
sistema regulador transcripconal Tet-Off (Gossen y Bujard, 1992). Estas células se denominan mas abajo como las
células informadoras para el ensayo de actividad antirrepresora. Un plasmido informador, que proporciona
resistencia a higromicina, contiene una secuencia poliligadora situada entre cuatro sitios del operador LexA y el
promotor de SV40 que controla el gen de resistencia a zeocina. La secuencia a ensayar en busca de la actividad
antirrepresora se puede clonar en dicho poliligador. La construccion de un plasmido informador adecuado, tal como
pSelect, se describe en el ejemplo 1 y en la Fig. 1 del documento WO 00/004704. EI plasmido informador se
transfecta en las células informadoras, y las células se cultivan bajo seleccion con higromicina (25 pg/ml; seleccién
en busca de la presencia del plasmido informador) y represion con tetraciclina (doxiciclina, 10 pg/ml; evita la
expresion de la proteina de fusién LexA-represor). Después de 1 semana de crecimiento en estas condiciones, la
concentracion de doxiciclina se reduce hasta 0,1 ng/ml para inducir el gen de LexA, y después de 2 dias se afiade
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zeocina hasta 250 ug/ml. Las células se cultivan durante 5 semanas, hasta que los cultivos de control (transfectados
con plasmido informador vacio, es decir, que carece de una secuencia antirrepresora clonada en el poliligador) son
exterminados por la zeocina (en este plasmido de control, el promotor de SV40 esta representado por la proteina de
fusion LexA-represor que esta unida a los sitios de operacion de LexA, dando como resultado una expresion
insuficiente de zeocina en tales células para sobrevivir a la seleccidon con zeocina). Una secuencia tiene actividad
antirrepresora segun la presente invencion si, cuando dicha secuencia es clonada en el poliligador del plasmido
informador, las células informadoras sobreviven la seleccion de 5 semanas bajo zeocina. Las células procedentes de
tales colonias todavia se pueden propagar sobre nuevo medio que contiene zeocina después de la seleccion con
zeocina durante 5 semanas, mientras que las células transfectadas con plasmidos informadores que carecen de
secuencias antirrepresoras no se pueden propagar sobre nuevo medio que contiene zeocina. Cualquier secuencia
no capaz de conferir tal crecimiento después de 5 semanas en zeocina en este ensayo no sirve como secuencia que
tiene actividad antirrepresora, o fragmento funcional o derivado funcional de la misma segun la presente invencion.
Como ejemplo, otros elementos de control de cromatina conocidos, tales como los ensayados por Van der Vlag et al
(2000), incluyendo scs de Drosophila (Kellum y Schedl, 1991), 5-HS4 del locus de B-globina de pollo (Chung et al,
1993, 1997) o Regiones de Adhesion de la Matriz (MARs) (Phi-Van et al.1990), no sobreviven a este ensayo.

Ademas, se prefiere que la secuencia antirrepresora o su fragmento funcional o derivado confiera una mayor
proporcion de clones que sobreexpresan el informador cuando flanquea a un gen informador (por ejemplo luciferasa,
GFP) que se integra en el genoma de células U-2 OS o CHO, en comparacion a cuando dicho gen informador no
esta flanqueado por secuencias antirrepresoras, o flanqueado por secuencias que bloquean la represién mas
débiles, tales como scs de Drosophila. Esto se puede verificar usando, por ejemplo, el vector pSDH, o vectores
similares, como se describe en el ejemplo 1 y en la Fig. 2 del documento WO 03/004704. Los elementos
antirrepresores pueden tener al menos una de tres consecuencias para la produccién de proteina: (1) incrementan la
predicibilidad de identificar lineas de células hospedantes que expresan una proteina a niveles industrialmente
aceptables (proporciona la capacidad de hematocromatina adyacente para silenciar el transgén, de manera que la
posiciéon de integracion tiene un efecto menos pronunciado sobre la expresion); (2) dan como resultado lineas de
células hospedantes con mayores rendimientos proteicos; y/o (3) dan como resultado lineas de células hospedantes
que presentan una produccion proteica mas estable durante un cultivo prolongado.

Cualquier secuencia STAR se puede usar en los casetes de expresion segun la presente invencién, pero las
siguientes secuencias STAR son particularmente utiles: STAR67 (SEQ. ID. NO. 66), STAR7 (SEQ. ID. NO. 7),
STAR9 (SEQ. ID. NO. 9), STAR 17 (SEQ. ID. NO. 17), STAR27 (SEQ. ID. NO. 27), STAR29 (SEQ. ID. NO. 29),
STAR43 (SEQ. ID. NO. 43), STAR44 (SEQ. ID. NO. 44), STAR45 (SEQ. ID. NO. 45), STAR47 (SEQ. ID. NO. 47),
STAR61 (SEQ. ID. NO. 61), o fragmentos funcionales o derivados de estas secuencias STAR.

En ciertas realizaciones, dicha secuencia antirrepresora, preferiblemente STARG67, se coloca en direcciéon 5’ de dicho
promotor, preferiblemente de manera que hay menos de 2kb entre el extremo 3’ de la secuencia antirrepresora y el
inicio de la secuencia promotora. En realizaciones preferidas, hay menos de 1kb, mas preferiblemente menos de
500 nucledtidos (nt), todavia mas preferiblemente menos de alrededor de 200, 100, 50, o 30 nt, entre el extremo 3’
de la secuencia antirrepresora y el inicio de la secuencia promotora. En ciertas realizaciones preferidas, la secuencia
antirrepresora se clona directamente en direccién 5’ del promotor, dando como resultado sélo alrededor de 0-20 nt
entre el extremo 3’ de la secuencia antirrepresora y el inicio de la secuencia promotora.

Para la producciéon de proteinas multiméricas, pueden usarse dos o mas casetes de expresion. Preferiblemente,
ambos casetes de expresion son casetes de expresion multicistronicos segun la invencion, codificando cada uno
una proteina marcadora seleccionable diferente, de modo que es posible la seleccion de ambos casetes de
expresion. Esta realizacion ha demostrado dar buenos resultados, por ejemplo para la expresion de la cadena
pesada y ligera de anticuerpos. Resultara evidente que ambos casetes de expresidon pueden colocarse en una
molécula de acido nucleico, o los dos pueden estar presentes en una molécula de acido nucleico separada, antes de
introducirlos en células hospedantes. Una ventaja de colocarlos en una molécula de acido nucleico es que los dos
casetes de expresion estan presentes a una relacion predeterminada unica (por ejemplo, 1:1) cuando se introducen
en células hospedantes. Por otro lado, cuando estan presentes en dos moléculas de acido nucleico diferentes, esto
permite la posibilidad de variar la relacidon molar de los dos casetes de expresién cuando se introducen en células
hospedantes, lo que puede ser una ventaja si la relaciéon molar preferida es diferente de 1:1 o cuando es
desconocido previamente cual es la relacion molar preferida, de modo que pueda efectuarse faciimente por el
experto en la técnica la variacion de la misma y encontrar empiricamente la o6ptima. Segun la invencion,
preferiblemente al menos uno de los casetes de expresion, pero mas preferiblemente cada uno de ellos, comprende
un elemento de control de cromatina, mas preferiblemente una secuencia antirrepresora.

En otra realizacion, las diferentes subunidades o partes de una proteina multimérica estan presentes en un solo
casete de expresion.

En lugar de o ademas de la presencia de una secuencia STAR colocada en direccion 5 de un promotor en un
casete de expresion, se ha demostrado muy beneficioso proporcionar una secuencia STAR en ambos lados de un
casete de expresion, de manera que el casete de expresion que comprende el transgén esté flanqueado por dos
secuencias STAR, que en ciertas realizaciones son esencialmente idénticas entre si.
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Se muestra aqui que la combinacion del primer elemento antirrepresor en direccion 5’ de un promotor y que flanquea
el casete de expresién por otras dos secuencias antirrepresoras proporciona resultados superiores.

Ya que al menos algunas secuencias antirrepresoras pueden ser direccionales (documento WO 00/004704), las
secuencias antirrepresoras que flanquean el casete de expresion (antirrepresor A y B) se pueden colocar
beneficiosamente en direccién opuesta una con respecto a la otra, de manera que el extremo 3’ de cada una de
estas secuencias antirrepresoras mira hacia el casete de expresion (y entre si). Por tanto, en realizaciones
preferidas, el lado 5’ de un elemento antirrepresor encara el ADN/cromatina del cual se ha de disminuir la influencia
sobre el transgén por dicho elemento antirrepresor. Para una secuencia antirrepresora en direccion 5’ de un
promotor en un casete de expresion, el extremo 3’ mira hacia el promotor. Las secuencias de los elementos
antirrepresores en el listado de secuencias (SEQ. ID. NOs. 1-66) se dan en la direccién 5’ a 3’, excepto que se
indique de otro modo.

En ciertas realizaciones, se proporcionan unidades de transcripcion o casetes de expresion segun la invencion, que
comprenden ademas: a) una secuencia de pausa de la transcripcion (TRAP) en direccion 5 del promotor que dirige
la transcripcién de la unidad de transcripcion multicistronica, estando dicha TRAP en una direccion 5’ a 3’; o b) una
secuencia TRAP en direccion 3’ de dicho marco de lectura abierto del polipéptido de interés y preferiblemente en
direccion 3’ de la secuencia de terminaciéon de la transcripcion de dicha unidad de transcripcidon multicistrénica,
estando dicha TRAP en una direccion 3’ a 5’; o c¢) tanto a) como b); en el que una secuencia TRAP se define
funcionalmente como una secuencia que, cuando se coloca en una unidad de transcripcion, da como resultado un
nivel reducido de transcripciéon en el acido nucleico presente en el lado 3’ de la TRAP cuando se compara con el
nivel de transcripcion observado en el acido nucleico en el lado 5’ de la TRAP. Los ejemplos no limitantes de
secuencias TRAP son sefiales de terminacion de la transcripcion y/o de poliadenilaciéon. En la SEQ. ID. NO. 142 se
da un ejemplo no limitante de una secuencia TRAP. Los ejemplos de otras secuencias TRAP, los métodos para
encontrarlas, y sus usos se han descrito en el documento WO 2004/055215.

Las moléculas de ADN que comprenden unidades de transcripcion muticistronicas y/o casetes de expresion segun la
presente invencion pueden usarse para mejorar la expresion de acidos nucleicos, preferiblemente en células
hospedantes. Los términos “célula’/“célula hospedante” y “linea celular’/“linea celular hospedante” tipicamente se
definen respectivamente como una célula y poblaciones homogéneas de la misma que pueden mantenerse en
cultivo celular mediante métodos conocidos en la técnica, y que tienen la capacidad de expresar proteinas
heterélogas u homologas.

Las células hospedantes procariotas pueden usarse para propagar y/o realizar ingenieria genética con las moléculas
de ADN de la invencion, especialmente cuando estan presentes en plasmidos que pueden replicarse en células
hospedantes procariotas tales como bacterias.

Una célula hospedante segun la presente invencion es preferiblemente una células eucariota, mas preferiblemente
una célula de mamifero, tal como una célula de roedor o una célula humana, o una fusién entre diferentes células.
En ciertas realizaciones no limitantes, dicha célula hospedante es una célula de osteosarcoma U-2 OS, célula CHO
(ovario de hamster chino), célula HEK 293, célula de mieloma HuNS-1, célula de retinoblastoma WERI-Rb-1, célula
BHK, célula Vero, célula de mieloma de raton no secretor Sp2/0-Ag 14, célula de mieloma de raton no secretor NSO,
célula de carcinoma de glandula suprarrenal NCI-H295R o una célula PER.C6®. En ciertas realizaciones de la
invencion, una célula hospedante es una célula que expresa al menos E1A, y preferiblemente también E1B, de un
adenovirus. Como ejemplos no limitantes, tal célula puede derivar de, por ejemplo, células humanas, por ejemplo de
un rifdn (ejemplo: células HEK 293; véase Graham et al, 1977), pulmon (por ejemplo A549; véase por ejemplo el
documento WO 98/39411) o retina (ejemplo: células HER comercializadas con la marca PER.C6®; véase la patente
US 5.994.128), o de amniocitos (por ejemplo N52.E6, descritos en la patente US 6.558.948), y similarmente de otras
células. Los métodos para obtener tales células se describen por ejemplo en las patentes US 5.994.128 y US
6.558.948. Las células PER.C6, para los fines de la presente invencion, significan células procedentes de una
pasada en direccidon 5’ o en direccién 3’ de células tal como se depositaron con el n°® ECACC 96022940, es decir,
que tienen las caracteristicas de esas células. Previamente se ha mostrado que tales células son capaces de
expresar proteinas en niveles elevados (por ejemplo el documento WO 00/63403, y Jones et al, 2003). En otras
realizaciones preferidas, las células hospedantes son células CHO, por ejemplo CHO-K1, CHO-S, CHO-DG44,
CHO-DUKXB11, y similares. En ciertas realizaciones, dichas células CHO tienen un fenotipo dhfr. Tales células
hospedantes eucariotas pueden expresar polipéptidos deseados, y a menudo se usan para ese fin. Pueden
obtenerse mediante la introduccién de una molécula de ADN de la invencion, preferiblemente en forma de un casete
de expresion, en las células. Preferiblemente, el casete de expresion se integra en el genoma de las células
hospedantes, que puede estar en diferentes posiciones en diversas células hospedantes, y la seleccion
proporcionara un clon en el que el transgén esta integrado en una posicion adecuada, lo que conduce a un clon de
célula hospedante con las propiedades deseadas en términos de niveles de expresion, estabilidad, caracteristicas
de crecimiento, y similares. Alternativamente, la unidad de transcripcion multicistrénica puede seleccionarse como
diana o seleccionarse al azar para su integracion en una regién cromosémica que es activa de manera
transcripcional, por ejemplo detras de un promotor presente en el genoma. La seleccion de células que contienen el
ADN de la invencién puede efectuarse seleccionando el polipéptido marcador seleccionable, usando métodos
habituales conocidos por la persona experta en la técnica. Cuando dicha unidad de transcripciéon multicistrénica se
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integra detras de un promotor en el genoma, puede generarse in situ un casete de expresion segun la invencion, es
decir, en el genoma de las células hospedantes.

Preferiblemente, las células hospedantes provienen de un clon estable que puede seleccionarse y propagarse segun
procedimientos convencionales conocidos por el experto en la técnica. Un cultivo de un clon de este tipo es capaz
de producir el polipéptido de interés, si las células comprenden la unidad de transcripcion multicistrénica de la
invencion. Las células segun la invencion son capaces de crecer preferiblemente en cultivo en suspension en medio
libre de suero.

En realizaciones preferidas, la molécula de ADN que comprende la unidad de transcripcion multicistrénica de la
invencion, preferiblemente en forma de un casete de expresion, se integra en el genoma de la célula hospedante
eucariota segun la invencion. Esto proporcionara una herencia estable de la unidad de transcripcion multicistrénica.

La seleccion de la presencia del polipéptido marcador seleccionable, y por tanto de la expresion, puede efectuarse
durante la obtencidn inicial de las células, y podria reducirse o detenerse del todo después de que se han obtenido
clones estables. Sin embargo, también es posible aplicar el agente de seleccién durante etapas posteriores
continuamente, o solo ocasionalmente, posiblemente a menores niveles que durante la seleccion inicial de las
células hospedantes.

Un polipéptido de interés segun la invencion puede ser cualquier proteina, y puede ser una proteina monomérica o
una (parte de una) proteina multimérica. Una proteina multimérica comprende al menos dos cadenas polipeptidicas.
Los ejemplos no limitantes de una proteina de interés segun la invencidon son enzimas, hormonas, cadenas de
inmunoglobulina, proteinas terapéuticas como proteinas anticancerosas, proteinas de coagulaciéon sanguinea tales
como Factor VIII, proteinas multifuncionales tales como eritropoyetina, proteinas de diagndstico, o proteinas o
fragmentos de las mismas utiles con fines de vacunacion, todas conocidas por el experto en la técnica.

En ciertas realizaciones, un casete de expresion de la invencion codifica una cadena pesada o ligera de
inmunoglobulina o una parte de unién a antigeno, derivado y/o analogo de la misma. En una realizacion preferida, se
proporciona una unidad de expresion de proteina segun la invencion, en la que dicha proteina de interés es una
cadena pesada de inmunoglobulina. En aun otra realizacion preferida, se proporciona una unidad de expresion de
proteina segun la invencion, en la que dicha proteina de interés es una cadena ligera de inmunoglobulina. Cuando
estas dos unidades de expresion de proteina estan presentes en la misma célula (hospedante), se ensambla una
proteina multimérica, y mas especificamente una inmunoglobulina. Por tanto, en ciertas realizaciones, la proteina de
interés es una inmunoglobulina, tal como un anticuerpo, que es una proteina multimérica. Preferiblemente, dicho
anticuerpo es un anticuerpo humano o humanizado. En ciertas realizaciones del mismo, es un anticuerpo de IgG,
IgA o IgM. Una inmunoglobulina puede estar codificada por las cadenas pesada y ligera en casetes de expresion
diferentes, o en un Unico casete de expresion. Preferiblemente, la cadena pesada y ligera estan presentes cada una
en un casete de expresion separado, teniendo cada uno su propio promotor (que puede ser el mismo o diferente
para los dos casetes de expresion), comprendiendo cada uno una unidad de transcripcion multicistronica segun la
invencion, siendo la cadena pesada vy ligera el polipéptido de interés, y codificando preferiblemente cada uno una
proteina marcadora seleccionable diferente, de modo que puede efectuarse la selecciéon del casete de expresion de
ambas cadenas pesada y ligera cuando los casetes de expresion se introducen y/o estan presentes en una célula
hospedante eucariota.

El polipéptido de interés puede ser de cualquier fuente, y en ciertas realizaciones es una proteina de mamifero, una
proteina artificial (por ejemplo, una proteina de fusion o proteina mutada), y preferiblemente es una proteina
humana.

Obviamente, las configuraciones de los casetes de expresion de la presente invencion pueden usarse también
cuando el objetivo ultimo no es la produccion de un polipéptido de interés, sino el ARN mismo, por ejemplo para la
produccién de cantidades aumentadas de ARN a partir de un casete de expresion, que puede usarse con fines de
regular otros genes (por ejemplo, ARNi, ARN anticodificante), terapia génica, produccién de proteina in vivo, etc.

En un aspecto, la invencion proporciona un método para generar una célula hospedante que expresa un polipéptido
de interés, comprendiendo el método las etapas de: a) introducir en una pluralidad de células precursoras un casete
de expresion segun la invencion, y b) cultivar las células generadas en condiciones que seleccionan la expresion del
polipéptido marcador seleccionable, y c) seleccionar al menos una célula hospedante que produce el polipéptido de
interés. Este nuevo método proporciona un resultado muy bueno en términos de la relaciéon de clones obtenidos
frente a clones con expresion elevada del polipéptido deseado. Usando las condiciones mas rigurosas, es decir, la
eficiencia de la traduccion mas débil para el polipéptido marcador seleccionable (usando la secuencia de inicio de la
traduccion mas débil), se obtienen muchas menos colonias usando la misma concentracion de agente de seleccion
que con sistemas de seleccién conocidos, y un porcentaje relativamente elevado de los clones obtenidos produce el
polipéptido de interés en niveles elevados. Ademas, los niveles obtenidos de expresién parecen mayores que los
obtenidos cuando se usa un numero incluso mayor de clones usando los sistemas de selecciéon conocidos.

Es una ventaja adicional que el sistema de seleccién sea veloz, debido a que no requiere la amplificacion del
numero de copias del transgén. Por tanto, las células con nimeros de copia bajos de las unidades de transcripcion

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2384391 T3

multicistrénicas ya proporcionan niveles de expresion elevados. Nimeros elevados de copias del transgén pueden
tender a la inestabilidad genética y al silenciamiento inducido por la repeticion (por ejemplo Kim et al, 1998;
McBurney et al, 2002). Por lo tanto, una ventaja adicional de las realizaciones de la invencidon con numeros
relativamente bajos de copias del transgén es que se anticipa que menores numeros de copias tienen menos
tendencia a la recombinacion y al silenciamiento inducido por repeticion, y por lo tanto se anticipan menos
problemas a este respecto cuando se usan células hospedantes con un nimero limitado de copias del transgén en
comparacién con las células hospedantes obtenidas usando un sistema de amplificacién en el que puede haber en
el genoma de la célula cientos o incluso miles de copias de las secuencias codificantes del marcador seleccionable y
de la proteina de interés. La presente invencion proporciona ejemplos de niveles de expresion elevados, que usan el
sistema de seleccion de unidad de transcripcion multicistrénica, mientras que el nimero de copias del transgén es
relativamente bajo, es decir, menor que 30 copias por célula, o incluso menor que 20 copias por célula. Por tanto, la
presente invencion permite la generacion de células hospedantes segun la invencidon que comprenden menos de 30
copias de la unidad de transcripcion multicistronica en el genoma de las células hospedantes, preferiblemente
menos de 25, mas preferiblemente menos de 20 copias, mientras que al mismo tiempo proporcionan suficientes
niveles de expresion del polipéptido de interés para fines comerciales, por ejemplo mas de 15, preferiblemente mas
de 20 pg/célula/dia de un anticuerpo.

Aunque pueden obtenerse clones que tienen numeros de copias relativamente bajos de las unidades de
transcripcion multicistrénicas y niveles elevados de expresion, el sistema de seleccion de la invencion puede
combinarse no obstante con métodos de amplificacion para mejorar ain mas los niveles de expresion. Esto puede
lograrse, por ejemplo, mediante la amplificacion de un gen dhfr cointegrado usando metotrexato, por ejemplo
colocando dhfr en la misma molécula de acido nucleico que la unidad de transcripcidon multicistrénica de la
invencion, o mediante cotransfeccion cuando dhfr esta en una molécula de ADN separada.

En un aspecto, la invencién proporciona un método para producir un polipéptido de interés, comprendiendo el
método cultivar una célula hospedante, comprendiendo dicha célula hospedante una molécula de ADN que
comprende una unidad de expresion multicistronica o un casete de expresion segun la invencion, y expresar el
polipéptido de interés a partir de la secuencia codificante para el polipéptido de interés.

La célula hospedante para este aspecto es una célula hospedante eucariota, preferiblemente una célula de
mamifero, tal como una célula CHO, adicionalmente como se describe anteriormente.

La introduccién de acido nucleico que se va a expresar en una célula puede hacerse mediante uno de varios
métodos, que son conocidos como tales por el experto en la técnica, dependiendo también del formato del acido
nucleico a introducir. Dichos métodos incluyen, pero no se limitan a, transfeccion, infeccion, inyeccion,
transformacion, y similares. Las células hospedantes adecuadas que expresan el polipéptido de interés pueden
obtenerse mediante seleccion como se describe anteriormente.

En ciertas realizaciones, el agente de seleccion esta presente en el medio de cultivo al menos parte del tiempo
durante el cultivo, ya sea en concentraciones suficientes para seleccionar células que expresan el polipéptido
marcador seleccionable o en concentraciones menores. En realizaciones preferidas, el agente de seleccidon ya no
esta presente en el medio de cultivo durante la fase de producciéon cuando se expresa el polipéptido.

El cultivo de una célula se realiza para posibilitar que metabolice y/o crezca y/o se divida y/o produzca proteinas
recombinantes de interés. Esto puede lograrse mediante métodos bien conocidos por los expertos en la técnica, e
incluye, pero sin limitarse a, proporcionar nutrientes para la célula. Los métodos comprenden crecimiento adherente
a superficies, crecimiento en suspension, o combinaciones de los mismos. El cultivo puede realizarse por ejemplo en
platos, matraces giratorios o en biorreactores, usando sistemas discontinuos, semicontinuos, continuos tales como
sistemas de perfusion y similares. Para conseguir la produccion a gran escala (continua) de proteinas recombinantes
mediante el cultivo celular, se prefiere en la técnica tener células capaces de crecer en suspension, y se prefiere
tener células aptas para ser cultivadas en ausencia del suero derivado de animal o ser humano o de componentes
séricos derivados de animal o ser humano.

Las condiciones para hacer crecer o multiplicar células (véase, por ejemplo, Tissue Culture, Academic Press, Kruse
and Paterson, editores (1973)) y las condiciones para la expresion del producto recombinante son conocidas para el
experto en la técnica. En general, los principios, protocolos y técnicas practicas para maximizar la productividad de
cultivos de células de mamifero pueden encontrarse en Mammalian Cell Biotechnology: a Practical Approach (M.
Butler, ed., IRL Press, 1991).

En una realizacién preferida, la proteina expresada se recoge (aisla) a partir de células o del medio de cultivo, o de
ambos. Entonces puede purificarse adicionalmente usando métodos conocidos, por ejemplo filtracion, cromatografia
en columna, etc., por métodos generalmente conocidos por el experto en la técnica.

El método de seleccion segun la presente invencion funciona en ausencia de elementos de control de cromatina,
pero se obtienen resultados mejorados cuando las unidades de expresidon multicistronicas se proporcionan con
dichos elementos. El método de seleccidn segun la presente invencion funciona particularmente bien cuando se usa
un casete de expresion segun la invencion, que comprende al menos una secuencia antirrepresora. Dependiendo
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del agente y condiciones de seleccion, la seleccion puede hacerse en ciertos casos tan rigurosa que sélo unas
pocas o incluso ninguna célula hospedante sobrevive a la seleccion, a menos que estén presentes secuencias
antirrepresoras. Por tanto, la combinacion del nuevo método de seleccién y las secuencias antirrepresoras
proporciona un método muy atractivo para obtener sélo numeros limitados de colonias con una oportunidad
enormemente mejorada de expresion elevada del polipéptido de interés en las mismas, mientras que al mismo
tiempo los clones obtenidos que comprenden los casetes de expresion con secuencias antirrepresoras proporcionan
la expresion estable del polipéptido de interés, es decir, tienden menos al silenciamiento u otros mecanismos de
reduccion de la expresion que los casetes de expresion convencionales.

En ciertas realizaciones, casi no se obtienen clones cuando esta presente una secuencia no antirrepresora en el
casete de expresion segun la invencion, que proporciona una seleccién muy rigurosa. El nuevo sistema de seleccion
descrito aqui también proporciona por lo tanto la posibilidad de ensayar partes de elementos antirrepresores en
busca de funcionalidad, analizando los efectos de tales secuencias cuando estan presentes en casetes de expresion
de la invencién en condiciones de seleccién. Este cribado facil, que proporciona en muchos casos una diferencia de
blanco y negro casi completa o incluso completa, puede contribuir por lo tanto a identificar partes funcionales o
derivados procedentes de secuencias antirrepresoras. Cuando se ensayan secuencias antirrepresoras conocidas,
este ensayo se puede usar para caracterizarlas adicionalmente. Cuando se ensayan fragmentos de secuencias
antirrepresoras conocidas, el ensayo proporcionara fragmentos funcionales de tales secuencias antirrepresoras
conocidas.

La practica de esta invencién empleara, a menos que se indique de otro modo, técnicas convencionales de
inmunologia, biologia molecular, microbiologia, biologia celular y ADN recombinante, que estan dentro de las
habilidades de la técnica. Véanse, por ejemplo, Sambrook, Fritsch y Maniatis, Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, 2° edicion, 1989; Current Protocols in Molecular Biology, Ausubel FM, et al., eds., 1987; la serie Methods in
Enzymology (Academic Press, Inc.); PCR2: A Practical Approach, MacPherson MJ, Hams BD, Taylor GR, eds.,
1995; Antibodies: A Laboratory Manual, Harlow and Lane, ed., 1988.

La invencion se explica adicionalmente en los siguientes ejemplos. Los ejemplos no limitan la invencion en modo
alguno. Sirven simplemente para aclarar la invencion.

Ejemplos

Los Ejemplos 1-7 describen el ensayo de STAR67 y otras secuencias STAR en diversas configuraciones y en
diversas circunstancias. Los Ejemplos 8 y posteriores describen el nuevo sistema de seleccion de la invencion.

Ejemplo 1: Construccion de vectores STAR 67

Se aislo una nueva secuencia antirrepresora (STAR) usando un cribado genético como se describe en el documento
WO 03/004704, y esta nueva secuencia se denomind STAR67. Se ensayaron los efectos de STAR67 sobre la
expresion de transgenes en lineas de células de mamifero. Se describe aqui la construccion de los diversos
constructos.

Materiales y métodos
Se crearon tres plasmidos (Fig.1):

A) CMV-d2EGFP-ires-Zeo (Control de CMV),
B) STAR67-CMV-d2EGFP-ires-Zeo (CMV-STARG7),
C) STAR7-STAR67-CMV-d2EGFP-ires-Zeo-STAR7 (CMV-STARG67 7/7)

A continuacién se describe la construccion del constructo A. El plasmido pd2EGFP (Clontech 6010-1) se modificé
mediante insercién de un ligador en el sitio Bs\WI para producir pd2EGFP-link. El ligador, obtenido mediante la
hibridacion  de  oligonucleétidos =~ GTACGGATATCAGATCTTTAATTAAG (SEQ. ID. NO. 67) vy
GTACCTTAATTAAAGATCTGATAT (SEQ. ID. NO. 68), introdujo sitios para las endonucleasas de restriccion Pacl,
Bglll, y EcoRV. Esto cre6 el sitio de clonacion multiple MCSII para la insercion de elementos STAR. Después, los
cebadores GATCAGATCTGGCGCGCCATTTAAATCGTCTCGCGCGTTTCGGTGATGACG G (SEQ. ID. NO. 69) y
(AGGCGGATCCGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGG (SEQ. ID. NO. 70) se usaron para amplificar una
region de 0,37 kb procedente de pd2EGFP, que se insertd en el sitio Bglll de pIRES (Clontech 6028-1) para producir
pIRES-stuf. Esto introdujo sitios para las endonucleasas de restriccion Ascl y Swal en MCSI, y actia como un
“fragmento rellenador” para evitar la interferencia potencial entre elementos STAR y promotores adyacentes. pIRES-
stuf se digirié con Bglll y Fspl para liberar un fragmento de ADN compuesto del fragmento rellenador, el promotor de
CMV, el elemento IRES (flanqueado por sitios de clonacién multiples MCS A y MCS B), y la sefial de poliadenilacion
de SV40. Este fragmento se ligd con el vector de cadena principal de pd2EGFP-link, producido mediante digestion
con BamHl!'y Stul, para producir pIRES-link.

El marco de lectura abierto del gen de resistencia a zeocina se insert6 en los sitios BamHI/Notl en direccion 3’ del
pIRES segun lo siguiente: el ORF de resistencia a zeocina se amplific6 mediante PCR con los cebadores
GATCGGATCCTTCGAAATGGCCAAGTTGACCAGTGC (SEQ. ID. NO. 71) y

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2384391 T3

AGGCGCGGCCGCAATTCTCAGTCCTGCTCCTC (SEQ. ID. NO. 72) del plasmido pCMV/zeo (Invitrogen, nimero
de catalogo V50120), se dirigié con BamHI y Notl, y se ligé con pIRES-link digerido con BamHI/Notl para producir
pIRES-link-zeo. El ORF informador de d2EGFP se introdujo en pIRES-link-zeo mediante amplificacién de pd2EGFP
(Clontech 6010-1) con los cebadores GATCGAATTCTCGCGAATGGTGAGCAAGCAGATCCTGAAG (SEQ. ID. NO.
73) y AGGCGAATTCACCGGTGTTTAAACTTACACCCACTCGTGCAGGCTGCCCA GG (SEQ. ID. NO. 74), y la
insercion del casete de d2EGFP digerido con EcoRI en el sitio EcoRlI en el plasmido pIRES-link-zeo. Esto cred el
constructo A, CMV-d2EGFP-IRES-Zeo (Control de CMV).

STAR 67 se clond en direccion 5’ del promotor de CMV, en el sitio Ascl (quedando alrededor de 15 nt entre STARG7
y el promotor). Esto cred el constructo B, STAR67-CMV-d2EGFP-ires-Zeo (CMV-STARG7).

STARG7 también se ensayo en el contexto de un casete que contiene también STAR7, clonado direccionalmente en
los sitios 5’ Sall y Xbal y los sitios 3' Bglll y Pacl para flanquear el casete completo con STARY. Este es el
constructo C (CMV-STARG7 7/7).

Ejemplo 2: STARG67 potencia el nivel de expresion de los promotores de CMV, EFla y UB6 en células CHO
transfectadas establemente.

Se ensay¢ si la presencia de STAR67 adyacente a los promotores de CMV, EFla y UB6 influye en el nivel de
expresion de estos promotores en células CHO. Para este fin se usan los constructos A y B (Fig. 1) descritos en el
Ejemplo 1, modificados para los promotores respectivos:

CMV-d2EGFP-ires-Zeo (Control de CMV)
STAR67-CMV-d2EGFP-ires-Zeo (CMV-STARG7)
EFla-d2EGFP-ires-Zeo (Control de EFla)
STARG67-EFla-d2EGFP-ires-Zeo (EFla-STARG7)
UB6-d2EGFP-ires-Zeo (Control de UB6)
STARG67-UB6-d2EGFP-ires-Zeo (UB6-STARG7).

o~ wON—

Materiales y métodos

Los promotores de UB6 y EFla se intercambiaron por el promotor de CMV en los plasmidos descritos en la Fig. 1. El
promotor de UB6 se clond segun lo siguiente. Se amplific6 mediante PCR un rellenador de 0,37 kb de ADN
procedente del plasmido pd2EGFP como se describe en el ejemplo 1, usando cebadores identificados mediante
SEQ. ID. NOs. 69 y 70. El rellenador de ADN resultante se clond en el sitio Bglll de pUB6/V5-His [Invitrogen V250-
20], creando pUBG6-stuf. A partir de pUB6-stuf, se clond un fragmento Ascl-Sacl en CMV-d2EGFP-IRES-Zeo, a partir
del que se elimino el promotor de CMV.

El promotor de EFla se amplificé mediante PCR con pEFla/V5-His [Invitrogen V920-20] como molde, usando los
cebadores GATCGGCGCGCCATTTAAATCCGAAAAGTGCCACCTGACG (SEQ. ID. NO. 79) y
AGGCGGGACCCCCTCACGACACCTGAAATGGAAG (SEQ. ID. NO. 80). El fragmento de PCR se clon6 en los
sitios Ascl y PpuMI de CMV-d2EGFP-IRES-Zeo, a partir del que se eliminé el promotor de CMV.

La linea celular de ovario de hamster chino CHO-K1 (ATCC CCL-61) se cultivdé en medio HAMS-F12 + 10% de suero
fetal de ternera que contiene 2 mM de glutamina, 100 U/ml de penicilina, y 100 microgramos/ml de estreptomicina a
37°C/5% de COs. Las células se transfectaron con los plasmidos usando Lipofectamine 2000 (Invitrogen) como se
describe por el fabricante. De forma breve, las células se sembraron en vasos de cultivo y se hicieron crecer toda la
noche hasta 70-90% de confluencia. El reactivo Lipofectamine se combiné con ADN plasmidico a una relacion de 6
microlitros por microgramo (por ejemplo, para una capsula de Petri de 10 cm, 20 microgramos de ADN y 120
microlitros de Lipofectamine), y se afiadieron a las células. Después de la incubacion durante toda la noche, la
mezcla de transfeccion se sustituyé por medio reciente, y las células transfectadas se incubaron adicionalmente.
Después del cultivo durante toda la noche, las células se tripsinizaron y se sembraron en vasijas de cultivo recientes
con medio reciente. Después de otra incubacion durante toda la noche, se afadié zeocina hasta una concentracién
de 50 pg/ml, y las células se cultivaron adicionalmente. Después de otros tres dias, el medio se sustituy6é por medio
reciente que contiene zeocina (100 pg/ml) y se cultivé adicionalmente. Cuando las colonias individuales se hicieron
visibles (aproximadamente diez dias después de la transfeccion), el medio se retird y se sustituyé por medio reciente
sin zeocina. Los clones individuales se aislaron y se transfirieron a placas de 24 pocillos en medio sin zeocina. Un
dia después del aislamiento de las colonias, se afiadié zeocina al medio. La expresion del gen informador d2EGFP
se evalu6 aproximadamente tres semanas después de la transfeccion. Los niveles de expresiéon de d2EGFP en las
colonias se midieron después de periodos de dos semanas. Después de las dos semanas iniciales después de la
transfecciéon cuando se llevaron a cabo las primeras medidas de d2EGFP, las colonias se cultivaron en medio sin
zeocina u otros antibidticos. Esto continué durante el resto del experimento.

Resultados

La Fig. 2 muestra que la transfeccion del constructo que contiene STAR67 clonada en direccion 5’ del promotor de
CMV dio como resultado un numero de colonias de CHO que expresan niveles significativamente mayores de
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proteina d2EGFP, en comparacién con el control “vacio” sin STAR67, Control de CMV. La media de la sefial de
d2EGFP en las 10 colonias transfectadas con el plasmido de Control de CMV fue 34, cuando se mide 25 dias
después de la transfeccion. 60 dias después de la transfeccion, la media de la sefal de d2EGFP en estas 10
colonias se redujo a 13, indicando que la expresion no es estable a lo largo del tiempo. En comparacion, la media de
la sefial de d2EGFP en las 10 colonias transfectadas con el plasmido STAR67-CMV fue 42 cuando se mide después
de 25 dias, y 32 medida 60 dias después de la transfeccion. Por tanto, 60 dias después de la transfeccion, un
constructo de CMV que engloba STAR67 comunicé un factor 2,5 mayor de nivel de expresion conducido por el
promotor de CMV de la proteina informadora en clones establemente transfectados. De forma importante, 25 dias
después de la transfeccion, tras la primera medida, la presion de seleccion se retird cultivando las colonias en medio
sin zeocina. Por tanto, las colonias que contienen el constructo STAR67 son mas estables a lo largo del tiempo en
ausencia de presion de seleccion que las colonias que no contienen un constructo STARG7.

La Fig. 3 muestra que la transfeccion del constructo que contiene STAR67 clonado en direccion 5’ del promotor de
EFla dio como resultado un nimero de colonias de CHO que expresan niveles significativamente mayores de
proteina d2EGFP, en comparacién con el control “vacio” sin STAR67, Control de EFla. La media de la sefial de
d2EGFP en las 10 colonias transfectadas con el plasmido de Control de EFla fue 31 cuando se mide 25 dias
después de la transfeccion. 60 dias después de la transfeccion, la media de la sefal de d2EGFP en estas 10
colonias fue 26. En comparacion, la media de la sefial de d2EGFP en las 10 colonias transfectadas con el plasmido
EFla-STARG67 fue 60 cuando se midié después de 25 dias, y 76 cuando se midio 60 dias después de la transfeccion.
Por tanto, tanto después de 25 como de 60 dias después de la transfeccion, un constructo de EFla. que engloba
STAR67 comunicé un factor 2,9 mayor de nivel de expresion conducida por el promotor de EFla de la proteina
informadora en clones establemente transfectados.

La Fig. 4 muestra que la transfeccion del constructo que contiene STAR67 clonado en direccion 5’ del promotor de
UB6 dio como resultado un nimero de colonias de CHO que expresan niveles significativamente mayores de
proteina d2EGFP, en comparacién con el control “vacio” sin STAR67, Control de UB6. La media de la sefial de
d2EGFP en las 10 colonias transfectadas con el plasmido de control de UB6 fue 51 cuando se mide 25 dias después
de la transfeccién. 60 dias después de la transfeccién, la media de la sefial de d2EGFP en estas 10 colonias fue 29,
indicando que la expresion no fue estable a lo largo del tiempo. En comparacion, la media de la sefial de d2EGFP en
las 10 colonias transfectadas con el plasmido UB6-STAR67 fue 218 cuando se mide después de 25 dias, y 224
cuando se mide 60 dias después de la transfeccion. Por tanto, 25 dias después de la transfeccion, un constructo de
UB6 que engloba STAR67 comunicé un factor 4,3 mayor de nivel de expresion conducida por el promotor de UB6 de
la proteina informadora en clones establemente transfectados. Después de 60 dias, este factor fue 7,7, debido a la
inestabilidad de la expresion en las colonias del control y a la estabilidad en las colonias de UB6-STARG67. De forma
importante, 25 dias después de la transfeccion, tras la primera medida, se retird la presién de seleccién cultivando
las colonias en medio sin zeocina. Por tanto, las colonias que contienen el constructo de STAR67 son mas estables
a lo largo del tiempo en ausencia de presion de seleccion de las colonias que no contienen un constructo de
STARG7.

En conclusién, STAR6G7 incrementa la expresion de tres promotores diferentes, no relacionados.

Ejemplo 3: STAR67 potencia el nivel de expresion a partir de promotores de CMV, EFla y UB6 en células
PER.C6 establemente transfectadas.

Se ensayo si la presencia de STAR67 adyacente a los promotores de CMV, EFla y UB6 influye en el nivel de
expresion de estos promotores en otro tipo celular distinto de células CHO, a saber, células PER.C6 humanas. Se
usaron los mismos constructos como en el ejemplo 1.

Materiales y métodos
Transfeccion, cultivo y analisis de células PER.C6

Se cultivaron células PER.C6® en medio DMEM + piridoxina + 9% de suero fetal bovino (no inactivado con calor),
8,9 mM de MgCl,, 100 U/ml de penicilina, y 100 microgramos/ml de estreptomicina a 37°C/10% de CO.. Las células
se transfectaron con los plasmidos usando Lipofectamine 2000 (Invitrogen) como se describe por el fabricante. De
forma breve, las células se sembraron en placas de 6 pocillos y se hicieron crecer toda la noche hasta 70-90% de
confluencia. El reactivo de Llpofectamine se combiné con ADN plasmidico a una relacién de 15 microlitros por 3
microgramos (por ejemplo para una capsula de Petri de 10 cm, 20 microgramos de ADN y 120 microlitros de
Lipofectamine) y se afiadié después de 30 minutos de incubaciéon a 25°C a las células. Después de la incubacion
durante 6 horas, la mezcla de transfeccion se sustituyd por medio reciente, y las células transfectadas se incubaron
adicionalmente. Después del cultivo durante toda la noche, las células se tripsinizaron y se sembraron (diluciones
1:15, 1:30, 1:60, 1:120) en capsulas de Petri recientes (90 mm) con medio reciente con zeocina afiadida hasta una
concentracion de 100 pg/ml, y las células se cultivaron adicionalmente. Cuando las colonias se hicieron visibles, los
clones individuales se aislaron raspando y se transfirieron a placas de 24 pocillos en medio con zeocina. Cuando se
hicieron crecer hasta ~70% de confluencia, las células se transfirieron a placas de 6 pocillos. Las colonias estables
se expandieron durante dos semanas en placas de 6 pocillos antes de que se determinase la sefial de d2EGFP en
un citometro de flujo XL-MCL Beckman Coulter. La media de la sefial de d2EGFP se tomdé como medida para el
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nivel de expresion de d2EGFP. Las colonias se midieron durante una segunda vez después de dos semanas.
Después, las colonias se cultivaron adicionalmente en ausencia de zeocina.

Resultados

La Fig. 5 muestra que la transfeccion del constructo que contiene STAR67 clonada en direccion 5’ del promotor de
CMV dio como resultado un numero de colonias de PER.C6 que expresan niveles significativamente mayores de
proteina d2EGFP, en comparacién con el control “vacio” sin STAR67, Control de CMV. La media de la sefial de
d2EGFP en las 10 colonias transfectadas con el plasmido de Control de CMV fue 37 cuando se midié 30 dias
después de la transfeccion. 60 dias después de la transfeccion, la media de la sefal de d2EGFP en estas 10
colonias se redujo a 14, indicando que la expresion no fue estable a lo largo del tiempo. En comparacion, la media
de la seial de d2EGFP en las 10 colonias transfectadas con el plasmido STAR67-CMV fue 101 cuando se midié
después de 30 dias, y 45 cuando se midié 60 dias después de la transfeccion. Por tanto, 60 dias después de la
transfeccion, un constructo de CMV que engloba STAR67 comunicé un factor de 3,2 mayor de nivel de expresion
conducida por el promotor de CMV de la proteina informadora en clones establemente transfectados.

La Fig. 6 muestra que la transfeccion del constructo que contiene STAR67 clonada en direccion 5’ del promotor de
EF1a dio como resultado un nimero de colonias de PER.C6 que expresan niveles significativamente mayores de
proteina d2EGFP, en comparacion con el control “vacio” sin STAR67, Control de EF1a. La media de la sefial de
d2EGFP en las 10 colonias transfectadas con el plasmido de Control de EF1a fue 5 cuando se midié 30 dias
después de la transfeccion. 60 dias después de la transfeccion, la media de la sefal de d2EGFP en estas 10
colonias fue 6. En comparacion, la media de la sefial de d2EGFP en las 10 colonias transfectadas con el plasmido
EF1a-STARG67 fue 25 cuando se midié después de 30 dias, y 20 cuando se midié6 60 dias después de la
transfeccion. Por tanto, tanto después de 30 dias como de 60 dias después de la transfeccién, un constructo de
EF1a que engloba STAR67 comunicd un factor de 4 mayor de nivel de expresion conducida por el promotor de
EF1a de la proteina informadora en clones establemente transfectados.

La Fig. 7 muestra que la transfeccion del constructo que contiene STAR67 clonada en direccion 5’ del promotor de
UB6 dio como resultado un nimero de colonias de PER.C6 que expresan niveles significativamente mayores de
proteina d2EGFP, en comparacién con el control “vacio” sin STAR67, Control de UB6. La media de la sefial de
d2EGFP en las 10 colonias transfectadas con el plasmido de Control de UB6 fue 4 cuando se midié 30 dias después
de la transfeccion. 60 dias después de la transfeccion, la media de la sefial de d2EGFP en estas 10 colonias fue 2.
En comparacion, la media de la sefial de d2EGFP en las 10 colonias transfectadas con el plasmido UB6-STARG7
fue 27 cuando se midi6 después de 30 dias, y 18 cuando se midi6 60 dias después de la transfeccion. Por tanto,
tanto después de 30 dias como de 60 dias después de la transfeccion, un constructo de UB6 que engloba STARG7
comunicé un factor 7 a 9 veces mayor de nivel de expresion conducida por el promotor de UB6 de la proteina
informadora en clones establemente transfectados.

Por tanto, la colocacion de STARG67 en direccion 5’ del promotor dio como resultado niveles de expresion proteica
significativamente mayores en comparacion con constructos sin STAR67, también en células PER.C6. Por tanto,
STAR 67 funciona en tipos celulares diferentes, no relacionados.

Ejemplo 4: Nueva configuracion de STAR67 combinada con otros elementos de STAR para potenciar el
promotor de SV40 en células CHO.

Se ensayo si la presencia de STAR67 adyacente al promotor de SV40 influye en el nivel de expresion de este
promotor, ya sea sola o en combinacion con otro elemento STAR, en este ejemplo STARY. Los constructos que se
usaron para este fin (véase la Fig. 8) son:

1 SV40-d2EGFP-ires-Zeo (Control de SV40)

2 STARG67-SV40-d2EGFP-ires-Zeo (SV40-STARG7)

3 STAR7-SV40-d2EGFP-ires-Zeo-STAR7 (SV40-STAR7/7)

4 STAR7-STAR67-SV40-d2EGFP-ires-Zeo-STAR7 (SV40-STARG67 7/7)

Materiales y métodos

El promotor de SV40 se amplific6 mediante PCR con pIRES como molde usando los cebadores
TTGGTTGGGGCGCGCCGCAGCACCATGGCCTGAAATAACCTCTGAAAGAG G (SEQ. ID. NO. 81) vy
TTGGTTGGGAGCTCAAGCTTTTTGCAAAAGCCTAGGCCTCCAAAAAAGCC TCCTC (SEQ. ID. NO. 82).

El fragmento de PCR se cloné en los sitios Ascl y Sacl de CMV-d2EGFP-IRES-Zeo, a partir del cual se retird el
promotor de CMV.

Las células CHO se transfectaron, las colonias se aislaron y se propagaron, y se analizaron como en el Ejemplo 2.

Resultados
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La Fig. 8 muestra que la transfeccion del constructo que contiene STAR67 clonada en direccion 5’ del promotor de
SV40 (SV40-STAR67), o STARY clonada para flanquear todo el constructo (SV40-STAR 7/7), no dio como resultado
colonias de CHO que expresan niveles significativamente mayores de la proteina d2EGFP, en comparacion con el
control “vacio” sin los STARs (Control de SV40). La media de la sefal de d2EGFP en las 18 colonias transfectadas
con el plasmido de Control de SV40 fue 86, cuando se midi6é 40 dias después de la transfecciéon. En comparacion, la
media de la sefial de d2EGFP en las 18 colonias transfectadas con el plasmido SV40-STAR67 fue 82 cuando se
midi6 después de 40 dias, y la media de la sefial de d2EGFP en las 18 colonias transfectadas con el plasmido
SV40-STAR 7/7 fue 91 cuando se midio después de 40 dias. Por tanto, no se observo ningun efecto significativo de
estos elementos de STAR sobre el promotor de SV40 en células CHO.

Parece que los niveles de expresion a partir del promotor de SV40 en estas células ya son bastante elevados, e
incluso mucho mayores que los observados con el promotor de CMV, que se considera que es un promotor muy
potente. Esta expresién de fondo elevada en ausencia de un elemento STAR usando el promotor de SV40 en
células CHO puede explicar por qué no se observo ningun efecto significativo de STAR67 sola, o STAR7 que
flanquea el transgén.

Sin embargo, la media de la sefal de d2EGFP en las 18 colonias transfectadas con el plasmido SV40-STARG7 7/7
fue 209 cuando se midié después de 40 dias, que es un factor 2,4 veces mayor que la media de las 18 colonias de
control (86). Por tanto, cuando se usa el elemento STARG67 en combinacion con otro elemento STAR, esto da como
resultado un numero de colonias de CHO establemente transfectadas que muestran niveles de expresion de
d2EGFP significativamente mayores.

Por lo tanto, en esta nueva configuracion (5'- secuencia STAR A - secuencia STAR C - promotor - acido nucleico
que codifica una proteina de interés - secuencia STAR B - 3, en la que, en el presente ejemplo, las secuencias
STAR Ay B son STAR?, y la secuencia STAR C es STARG67), parece que los elementos STAR funcionan incluso
mejor que en las configuraciones descritas hasta ahora.

Se han realizado experimentos en los que los elementos STAR7 flanqueantes se sustituyeron flanqueando
elementos STARG o flanqueando elementos STAR4, en combinacién con STAR67 en direccién 5 del promotor de
SV40 (SV40-STARG67 6/6 y SV40-STARG7 4/4, respectivamente, usando la misma nomenclatura como antes), y se
observé expresion mejorada también con estas combinaciones. Esto demuestra que los elementos STAR7
flanqueantes pueden de hecho intercambiarse por otras secuencias STAR, y todavia se observa la mejora de la
nueva configuracion del casete de expresion con las secuencias STAR.

Ejemplo 5: Una combinacion de STAR67 y STAR?7 potencia los niveles de expresion de anticuerpo conducida
por UB6 en células CHO establemente transfectadas.

En el ejemplo 4 se demostré que la combinacion de STAR67 y STAR7 potencid los niveles de expresion de la
proteina d2EGFP en células CHO. Aqui se ensayo si la combinacion de STAR67 y STAR?7 se podria usar para la
produccion de un anticuerpo. Se escogié un anticuerpo frente a la molécula EpCAM (Huls et al, 1999) como proteina
de ensayo, y se uso el promotor de UB6.

Materiales y métodos
Plasmidos

El ADNc de cadena pesada (HC-EpCAM) se clond en un constructo que engloba el promotor de UB6. EI HC-EpCAM
se acopld al gen de resistencia a zeocina mediante una secuencia IRES. EI ADNc de cadena ligera (LC-EpCAM)
también se clond en un constructo que engloba el promotor de UB6. EI LC-EpCAM se acoplé al gen de resistencia a
puromicina mediante una secuencia IRES. Juntos, estos dos plasmidos representan el Control de UB6 (HC+LC)

(Fig. 9).

Para ensayar los efectos de STAR67 y STAR7, se clon6 STAR67 en ambos constructos HC+LC, en direccion 5’ de
los promotores de UB6. STARY se clondé para flanquear todos los casetes, tanto en el extremo 5’ como 3’ (Fig. 9).
Estos dos plasmidos representan STAR7-STAR67-UB6 (HC+LC) STAR?.

Transfeccion y cultivo de células CHO

La linea celular de ovario de hamster chino CHO-K1 (ATCC CCL-61) se transfect6 y cultivo como en el ejemplo 2,
usando zeocina (100 pg/ml) y puromicina (2,5 pg/ml) para la seleccion. Un dia después de la transfeccion, se afiadio
zeocina al medio de cultivo. Cuando las primeras colonias se hicieron visible (aproximadamente 7 dias después de
la adicién de zeocina), se retird el medio de cultivo y se sustituyd por medio de cultivo que contiene puromicina.
Después de aproximadamente 7 dias, las colonias se aislaron y se transfirieron a placas de 24 pocillos, en medio de
cultivo que contiene zeocina solamente.

Resultados
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La Fig. 9 muestra que la transfeccion de constructos de anticuerpo que contienen STAR67 clonada en direccién 5’
del promotor de UB6 y dos elementos STARY clonados para flanquear los casetes completos dio como resultado un
numero de colonias de CHO que expresan niveles significativamente mayores de anticuerpo EpCAM (medido
mediante ELISA usando un anticuerpo anti-lgG humana) en comparacion con el control “vacio” sin STAR6G7 y
STAR7, Control de UB6 (HC+LC). La media de la produccién de EpCAM en las 18 colonias transfectadas con el
plasmido de Control de UB6 (HC+LC) fue 2,7 pg/célula/dia, cuando se mide 25 dias después de la transfeccion. Los
agentes de seleccion zeocina y puromicina se retiraron después de 25 dias. 45 dias después de la transfeccion, la
media de la produccién de EpCAM en estas 18 colonias fue 2,7 pg/célula/dia. En comparacion, la media de la sefal
de produccion de EpCAM en las 18 colonias transfectadas con el plasmido STAR7-STAR67-UB6 (HC+LC)-STAR7
fue 6,7 cuando se midio después de 25 dias, y 7,7 pg/célula/dia cuando se midié 45 dias después de la transfeccion.
Por tanto, tanto después de 30 como de 45 dias después de la transfeccion, un constructo de UB6 que engloba
STAR67/STAR7 comunico un factor de 2,5 a 2,9 veces mayor de nivel de expresiéon de EpCAM conducida por el
promotor de UB6 en clones de CHO establemente transfectados.

Por tanto, la colocacion de STARG67 en direccion 5 del promotor y dos elementos STAR?Y para flanquear los casetes
dio como resultado niveles de expresion del anticuerpo EpCAM significativamente mayores en CHO, en
comparacion con constructos sin STAR67/STARY.

Ejemplo 6: STAR67 no es un bloqueador del potenciador, mientras que STAR6 y STAR?Y si lo son.

Todos los elementos STAR conocidos hasta ahora que se ensayaron para determinar esa propiedad, incluyendo
STARG6 y STAR7, son bloqueadores del potenciador (documento WO 03/004704, Kwaks et al, 2003). La actividad
bloqueante del potenciador se ensaya colocando un elemento STAR entre un potenciador fuerte y un promotor.
Aqui, se ensayo si también STARG7 es un bloqueador del potenciador.

Materiales y métodos

El gen d2EGFP se amplifico mediante PCR usando los cebadores
TTGGTTGGTCATGAATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTC (SEQ.ID.NO. 75) y
ATTCTCTAGACTACACATTGATCCTAGCAGAAGCAC (SEQ.ID.NO. 76), y se cloné en el plasmido pGL3-promoter
(Promega) usando los sitios de restriccion Ncol y Xbal para sustituir el gen de luciferasa para crear el plasmido
pGL3-promoter-GFP. Un ligador, creado hibridando los oligo
CGATATCTTGGAGATCTACTAGTGGCGCGCCTTGGGCTAGCT (SEQ. ID. NO. 77) y
GATCAGCTAGCCCAAGGCGCGCCACTAGTAGATCTCCAAGATATCGAGCT (SEQ. ID. NO. 78), se clono6 en los
sitios Sacl y Bglll para crear multiples sitios de clonacion. El sitio Bglll original se destruy6 con la ligacion del ligador,
creando un nuevo sitio Bglll unico en el ADN ligador. El potenciador de SV40 se corté del plasmido pGL3-basic
(Promega) usando BsaBl y BamHI, y se cloné en el pGL3-ligador-promotor-GFP usando los sitios EcoRV y Bglll
creando el plasmido pGL3-potenciador-promotor-GFP. El elemento STAR40 se colocd en direccion 5 del
potenciador de SV40 usando los sitios Kpnl y Sacl para evitar la accion del potenciador en las secuencias en
direccion 5. Finalmente, los elementos STAR 6, 7 y 67 se colocaron entre el potenciador de SV40 y el promotor
minimo de SV40 usando los sitios de restriccion Spel y Ascl.

Transfeccion y cultivo de células CHO

La linea celular de ovario de hamster chino CHO-K1 (ATCC CCL-61) se transfectdé como en el ejemplo 2. Un dia
después de la transfeccion, los niveles de d2EGFP se midieron en el citdmetro de flujo Epics XL (Beckman Coulter).

Resultados

La Fig. 10 muestra que STARG67 no es un bloqueador del potenciador, mientras que STAR6 y STAR7 actian como
bloqueadores del potenciador en el mismo ensayo. STAR6G, STAR7 y STARG67 se clonaron entre el potenciador de
SV40 y un promotor de SV40 minimo en direccion 5 del gen de d2EGFP. Cuando no se cloné ningin elemento
STAR entre el potenciador y el promotor, se produjo una fuerza activacion transcripcional (arbitrariamente
establecida a 100%). Cuando STARG6 o STARY se colocaron entre el potenciador y el promotor, la transcripcion cayé
hasta los niveles de valores iniciales, indicando que STAR6 y STAR7 son potentes bloqueadores del potenciador.
Por el contrario, cuando STARG7 se clon6 entre el potenciador y el promotor, los niveles de transcripcion relativos
todavia fueron 80% del control, indicando que STAR67 no es un buen bloqueador del potenciador, estando esto en
contraste con STAR6 y STAR?7, asi como otros elementos STAR, como se describe previamente (documento WO
03/004704, Kwaks et al, 2003).

Ejemplo 7: STAR67 potencia los niveles de expresion de anticuerpo dirigida por UB6 y CMV en células CHO
establemente transfectadas

En el ejemplo 5 se demostré que la combinaciéon de STAR67 y STAR7 potencio los niveles de expresion del
anticuerpo EpCAM en células CHO, en el contexto de dos plasmidos distintos, que contenian las cadenas pesada y
ligera. En este ejemplo se ensayo si se podria usar STAR67 para la produccion de anticuerpo EpCAM cuando las
cadenas tanto pesada como ligera se colocan en un plasmido. Para cada marcador seleccionable se usé seleccion
simultanea.
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Materiales y métodos
Plasmidos

El ADNc de cadena pesada (HC-EpCAM) se coloca bajo el control del promotor de UB6 y se acopla al gen de
resistencia a zeocina mediante una secuencia IRES. EI ADNc de cadena ligera (LC-EpCAM) se coloca bajo el
control del promotor de CMV y se acopla al gen de resistencia a puromicina mediante una secuencia IRES.
Basicamente, estos son los constructos usados en el ejemplo 5. Estos dos casetes de expresion se colocaron en un
plasmido, de una manera tal que la transcripcion de las dos unidades de expresion tuvo direcciones opuestas. En el
plasmido de control, los promotores de UB6 y CMV se separaron mediante un rellenador de 500 pb (control de
EpCAM) (Fig. 10). En otro plasmido, STAR67 se coloco entre el promotor de UB6 y CMV (EpCAM STARG67) (Fig.
10).

Transfeccion y cultivo de células CHO

La linea celular de ovario de hamster chino CHO-K1 (ATCC CCL-61) se transfect6 y cultivdo como en el ejemplo 2,
usando zeocina (100 pg/ml) y puromicina (2,5 pg/ml) para la seleccién. En el ejemplo 5 se usé seleccidon consecutiva
para ambos marcadores de seleccion. Por el contrario, aqui estaban presentes simultaneamente ambos agentes de
seleccion en el medio de cultivo. Un dia después de la transfeccion, se afiadié zeocina y puromicina al medio de
cultivo. EI medio de seleccion estaba presente hasta que se aislaron colonias (aproximadamente 14 dias después de
la transfeccion). Después de que las colonias se aislaron y se transfirieron a placas de 24 pocillos, las células se
cultivaron en presencia de zeocina y puromicina.

Resultados

La Fig. 11 muestra que la transfeccién del constructo de anticuerpo que contiene STAR67 clonada entre los
promotores de UB6 y CMV dio como resultado un nimero de colonias de CHO que expresan anticuerpo EpCAM
(medido mediante ELISA usando un anticuerpo anti-lgG humana). La media de la produccién de EpCAM en las 19
colonias transfectadas con el plasmido EpCAM STARG67 fue 9,8 pg/célula/dia, cuando se midié 25 dias después de
la transfeccion.

Por el contrario, sorprendentemente no sobrevivieron colonias de la transfeccién con el plasmido de Control de
EpCAM. Cuando se llevé a cabo la seleccidon con zeocina o puromicina sola, las colonias de Control de EpCAM
sobrevivieron. Sin embargo, cuando la presion de seleccion se incrementd poniendo presion de seleccion tanto en la
cadena pesada como en la cadena ligera, estas condiciones s6lo permitieron que sobreviviesen colonias que tienen
una STARG67 presente en el plasmido transfectado.

Los resultados muestran también que la incorporaciéon de STARG67 tiene un efecto beneficioso sobre dos
promotores, los promotores de UB6 y CMV, que se colocan en direccién 5’ y en direccion 3’ de un elemento
STARG67. Esto indica que STARG67 puede operar de manera bidireccional.

La diferencia entre el plasmido de Control de EpCAM y el plasmido de EpCAM STARG67 es blanco-negro, en el
sentido de que solamente la transfeccion de EpCAM STAR67 da como resultado el establecimiento de colonias,
cuando la presion de seleccion es elevada. Esto abre una oportunidad para usar esta configuracion plasmidica para
identificar la region en STAR67 que es responsable de mediar este efecto. Se colocan porciones mas pequefias,
solapantes, de STAR67 entre los promotores de UB6 y CMV, que dirigen la molécula de EpCAM. Cuando una
porcion de STARG67 es funcional, las colonias sobreviviran cuando se usan simultdneamente tanto zeocina como
puromicina como agente de seleccion. Cuando una porcion de STARG7 no es funcional, ninguna colonia sobrevivira
en condiciones de seleccion idénticas.

Por tanto, la colocacion de STAR67 en direccidon 5 del promotor dio como resultado niveles de expresion del
anticuerpo EpCAM significativamente mayores en CHO, en comparacion con constructos sin STAR.

Ejemplo 8: Construccién y ensayo de un producto génico de resistencia a zeocina sin metionina interna

La idea basica detras del desarrollo de un nuevo sistema de seleccion es colocar el gen que codifica el gen de
resistencia en direccion 5’ de un gen de interés, y que un promotor dirija la expresion de este ARNm bicistronico. La
traduccion del ARNm bicistronico es tal que sélo en un pequefio porcentaje de sucesos de traduccion el gen de
resistencia se traducira en proteina, y la mayoria del tiempo el gen de interés en direccion 3’ se traducira en
proteina. Por tanto, la eficacia de la traduccion del gen de resistencia en direccion 5’ se debe impedir de forma
importante en comparacion con la eficacia de la traduccion del gen de interés en direccion 3'. Para lograr esto, se
pueden realizar tres etapas segun la invencion:

1) en el gen de resistencia en el ARNm, el ribosoma de busqueda no deberia encontrar preferiblemente otro
AUG, puesto que cualquier AUG en direccién 3’ puede servir como codoén de inicio de la traduccién, dando
como resultado una menor eficacia de la traduccién del segundo gen de interés en direccion 3. Por tanto,
preferiblemente cualquier AUG en el ARNm del gen de resistencia tendra que ser sustituido. En el caso en
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el que este AUG sea un coddn funcional que codifique una metionina, este aminoacido tendra que ser
sustituido por un aminoacido diferente, por ejemplo por una leucina (Fig. 12A 'y B);

2) el cododn de inicio del gen de resistencia debe tener un mal contexto (ser parte de una secuencia de inicio
de la traduccién no 6ptima); es decir, los ribosomas deben comenzar la traduccion en este codon de inicio
s6lo en un numero limitado de sucesos, y por tanto en la mayoria de los sucesos deben continuar buscando
un codoén de inicio mejor, mas optimo (Fig. 12C-E). Se pueden distinguir tres restricciones diferentes: a) el
codon de inicio ATG normal, pero colocado en un mal contexto (TTTATGT (denominado ATGmut) (Fig.
12C), b) preferiblemente cuando se coloca en un contexto 6ptimo, GTG puede servir como codon de inicio
(ACCGTGG) (Fig. 12D), y c) preferiblemente cuando se coloca en un contexto 6ptimo, TTG puede servir
como un codoén de inicio (ACCTTGG) (Fig. 12E). La condicién de traduccion mas rigurosa es el codon TTG,
seguido del codon GTG (Fig. 12). Se espera que el ARNm de Zeo con un TTG como codén de inicio
produzca la proteina menos resistente a zeocina, y por tanto comunicara la resistencia a zeocina funcional
mas baja a las células (Figs. 12, 13).

3) preferiblemente, el codon de inicio normal (ATG) del gen de interés en direccion 3’ deberia tener un
contexto de traduccién éptimo (por ejemplo ACCATGG) (Fig. 13A-D). Esto garantiza que, después de que
se han llevado a cabo las etapas 1 y 2, en la mayoria de los sucesos el codén de inicio del gen de interés
funcionara como codon de inicio del ARNm bicistrénico.

En el ejemplo 8, se lleva a cabo la etapa 1, esto es, en el gen de resistencia a zeocina, una metionina interna
existente se sustituye por otro aminoacido (Fig. 12B-E). Es importante que después de tal cambio la proteina Zeo
todavia confiera resistencia a Zeocina a las células transfectadas. Puesto que no se sabe de antemano qué
aminoacido cumplira este criterio, se han intentado tres aminoacidos diferentes: leucina, treonina y valina. Los
diferentes constructos con aminoacidos distintos se han ensayado entonces para determinar su capacidad para
conferir todavia resistencia a zeocina a las células transfectadas.

Materiales y métodos
Construccioén de los plasmidos

El marco de lectura abierto de Zeo original tiene la siguiente secuencia alrededor del codén de inicio:
AAACCATGGCC (codon de inicio en negrita; SEQ. ID. NO. 83). Este es un codén de inicio con un contexto
traduccional éptimo (Fig. 12A). En primer lugar, el contexto dptimo del coddén de inicio del marco de lectura abierto
de Zeo se cambié mediante amplificacion a partir del plasmido pCMV-zeo [Invitrogen V50120], con el par de
cebadores ZEOforwardMUT (SEQ. ID. NO. 84):
GATCTCGCGATACAGGATTTATGTTGGCCAAGTTGACCAGTGCCGTTCCG y ZEO-WTreverse (WT=tipo salvaje;
SEQ. ID. NO. 85): AGGCGAATTCAGTCCTGCTCCTCGGC, usando como molde pCMV-ZEO (Invitrogen; V50120).
El producto amplificado se cortd con Nrul-EcoRl, y se ligé en pcDNA3, dando como resultado pZEOATGmut.

El marco de lectura abierto de Zeo original contiene ATG en el marco, que codifica metionina en la posicion 94 de
los aminoacidos (de 124). Este ATG interno, que codifica la metionina en la posicion 94, se cambié de tal manera
que la metionina se cambio en leucina, treonina o valina, respectivamente:

1) Para sustituir el codén interno para metionina en el marco de lectura abierto de Zeo por el codén para
leucina (Fig. 12B), se amplificd parte del marco de lectura abierto de Zeo usando el par de cebadores
ZEOforwardMUT (SEQ. ID. NO. 84) 'y ZEO-LEUreverse (SEQ. ID. NO. 86):
AGGCCCCGCCCCCACGGCTGCTCGCCGATCTCGGTCAAGGCCGGC. El producto de PCR se corté con
BamHI-Bgll y se ligé en pZEOATGmut. Esto dio como resultado pZEO(leu).

Para sustituir el codon interno para metionina en el marco de lectura abierto de Zeo por el codén para
treonina (no mostrado, pero como en Fig. 12B), se amplificé parte del marco de lectura abierto de Zeo
usando el par de cebadores ZEOforwardMUT (SEQ. ID. NO. 84) y ZEO-THRreverse (SEQ. ID. NO. 87):
AGGCCCCGCCCCCACGGCTGCTCGCCGATCTCGGTGGTGGCCGGC. El producto de PCR se cort6 con
BamHI-Bgll y se ligé en pZEOATGmut. Esto dio como resultado pZEO(thr).

Para sustituir el codén interno para metionina en el marco de lectura abierto de Zeo por el coddn para valina
(no mostrado, pero como en la Fig. 12B) (GTG), se amplificd parte del marco de lectura abierto de Zeo
usando el par de cebadores ZEOforwardMUT (SEQ. ID. NO. 84) y ZEO-VALreverse (SEQ. ID. NO. 88):
AGGCCCCGCCCCCACGGCTGCTCGCCGATCTCGGTCCACGCCGG. El producto de PCR se cortd con
BamHI-Bgll y se ligé en pZEOATGmut. Esto dio como resultado pZEO(val).

Transfeccion y cultivo de células

La linea celular de ovario de hamster chino CHO-K1 (ATCC CCL-61) se cultivdé en medio HAMS-F12 + 10% de suero
fetal de ternera que contiene 2 mM de glutamina, 100 U/ml de penicilina, y 100 microgramos/ml de estreptomicina a
37°C/5% COa,. Las células se transfectaron con los plasmidos usando Lipofectamine 2000 (Invitrogen) como se
describe por el fabricante. De forma breve, las células se sembraron en vasijas de cultivo y se hicieron crecer toda la
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noche hasta 70-90% de confluencia. El reactivo de Lipofectamine se combiné con ADN plasmidico a una relacion de
6 microlitros por microgramo (por ejemplo para una capsula de Petri de 10 cm, 20 microgramos de ADN y 120
microlitros de Lipofectamine), y se afiadié a las células. Después de la incubacién durante toda la noche, la mezcla
de transfeccion se sustituyd por medio reciente, y las células transfectadas se incubaron adicionalmente. Tras el
cultivo durante toda la noche, las células se tripsinizaron y se sembraron en vasijas de cultivo recientes con medio
reciente que contiene zeocina (100 ug/ml). Cuando las colonias individuales se hicieron visibles (aproximadamente
diez dias después de la transfeccion), las colonias se contaron.

Resultados

Se transfectaron cuatro plasmidos en células CHO-K1, 1) pZEO(WT), 2) pZEO(leu), 3) pZEO(thr), y 4) pZEO(val).
Las células se seleccionaron en 100 ug/ml de zeocina. La transfeccion de pZEO(leu) dio como resultado un niumero
igual de colonias resistentes a zeocina en comparacién con el control pZEO (WT). pZEO(thr) y pZEO(val) dieron
menos colonias, pero las diferencias no fueron del orden de una magnitud. Por tanto, se concluyé que los cambios
de la metionina interna en leucina, treonina o valina dieron todos como resultado una proteina de resistencia a
zeocina que todavia es capaz de conferir resistencia a zeocina a las células transfectadas. De forma mas bien
arbitraria, se escogié pZEO(leu) como punto de partida para crear diferentes codones de inicio en el marco de
lectura abierto de Zeo. Por tanto, en los ejemplos a continuacion, las metioninas de inicio asi como internas se
sustituyen siempre por leucina, para zeocina, pero también para otros genes marcadores seleccionables, como sera
claro a partir de ejemplos posteriores.

Ejemplo 9: Creacion y ensayo de constructos bicistronicos de zeocina-d2EGFP con diferentes eficacias de
traduccion.

Para crear un ARNm bicistrénico que engloba un ARNm de resistencia a zeocina mutado con menos eficacia
traduccional, y el gen de d2EGFP como gen de interés en direccion 3’, se optimizé en primer lugar el codon de inicio
del gen de d2EGFP (etapa 3 en el ejemplo 8). Después de eso, se crearon las diferentes versiones del gen de
resistencia a zeocina. Las diferencias entre estas versiones son que tienen diferentes codones de inicio, con distinta
eficacia traduccional (etapa 2 en el Ejemplo 9, Figura 12C-E). Estas diferentes versiones del gen de resistencia a
zeocina se clonaron en direccion 5’ del gen de d2EGFP modificado (Fig. 13).

Materiales y métodos
Creacion de plasmidos

El ORF informador de d2EGFP se introdujo en pcDNAS3. La secuencia alrededor del codén de inicio de este ADNc
de d2EGFP es GAATTCATGGG (coddn de inicio en negrita; SEQ. ID. NO. 89), que no es éptima. Como una primera
etapa, se amplific6 d2EGFP a partir de pd2EGFP (Clontech 6010-1) con los cebadores d2EGFPforwardBamHI
(SEQ. ID. NO. 90): GATCGGATCCTATGAGGAATTCGCCACCA TGGTGAGCAAGGGCGAGGAG vy
d2EGFPreverseNotl (SEQ. ID. NO. 91): AAGGAAAAAAGCGGCCGCCTACACATTGATCCTAGCAGAAG. Este
producto contiene ahora un codén de inicio con un contexto traduccional éptimo (ACCATGG). Esto creé pd2EGFP, y
subsiguientemente el marco de lectura abierto de Zeo se ligé en pd2EGFP, dando como resultado pZEO-d2EGFP.
Se sefiala aqui que la optimizacién de la secuencia de inicio traduccional del gen de interés (aqui: EGFP como un
gen modelo) no es esencial pero si preferida a fin de inclinar todavia mas la frecuencia de iniciacion de la traduccion
hacia el gen de interés.

Ahora se obtuvieron tres clases de constructos:

1) ATG como un codén de inicio en el gen de resistencia a Zeo, pero en un mal contexto (T'TTATGT) (no
mostrado, pero como en la Fig. 13B) y seguido de secuencia espaciadora, en lugar del ATG 6ptimo (Fig. 13
A).

La secuencia espaciadora se coloca en direccion 3’ de la secuencia de ATG. En el ARN de zeocina (y
posiblemente en la blasticidina), estd presente una estructura secundaria, que provoca que se retrase
temporalmente el ribosoma. Debido a esto, en algunos casos el ribosoma puede usar un codén de inicio
pobre, a pesar de ser un codoén de inicio malo o estar en un contexto no 6ptimo para la iniciaciéon de la
traduccion. Esto provoca que aumente la oportunidad de la traduccion, y, en el caso de la actual invencién,
hace por lo tanto mas baja la rigurosidad para la seleccion. Para disminuir este efecto, y por tanto disminuir
adicionalmente la eficacia de la iniciacién de la traduccién, se introduce una secuencia espaciadora que no
contiene una estructura secundaria (Kozak, 1990). Por tanto, se introduce el término “espacio”, y se usa en
los nombres del plasmido y de los cebadores para indicar la presencia de tal secuencia espaciadora. El
espaciador elimina la “secuencia que retrasa el ribosoma” de la vecindad del codén de iniciacion,
provocando con ello que el ribosoma comience a traducir menos frecuentemente, y por tanto aumentando la
rigurosidad de la seleccién segun la invencién. El espaciador introduce algunos aminoacidos extra en la
secuencia codificante. Esto se ha hecho en algunos casos tanto para zeocina como para blasticidina, como
sera manifiesto a partir de los ejemplos. La nomenclatura de los plasmidos y cebadores en general en lo
siguiente sigue estas lineas: el nombre del polipéptido marcador seleccionable se cita mediante abreviatura
(por ejemplo Zeo, Blas, etc); se menciona el codén de inicio (por ejemplo ATG, GTG, TTG); cuando este
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codoén de inicio se coloca en un contexto no 6ptimo para la iniciacion de la traduccion, se usa la adicion
“mut” (esto sélo se hace habitualmente para codones de inicio ATG, puesto que la combinacién de un
contexto no 6ptimo con un codén de inicio no ATG habitualmente no da como resultado una iniciacién
suficiente de la traduccion para permitir la seleccion), y cuando se usa una secuencia espaciadora detras
del codon de inicio se usa la adicion “space” (esto se hace habitualmente para codones de inicio “ATGmut”
para los marcadores seleccionables Zeo o Blas).

El marco de lectura abierto de Zeo se amplificé con el par de cebadores ZEOforwardBamHI-ATGmut/space
(SEQ. ID. NO. 93):

GATCGGATCCTTGGITTATGTCGATCCAAAGACTGCCAAATCTAGATCCGA
GATTTTCAGGAGCTAAGGAAGCTAAAGCCAAGTTGACCAGTGAAGTTC

(en el que la secuencia tras la secuencia subrayada comprende la secuencia espaciadora), y
ZEOWTreverse (SEQ. ID. NO. 85), el producto de PCR se corté con EcoRI-BamHI, y se ligé en pd2EGF,
cortado con EcoRI-BamHI, creando pZEO-ATGmut/space-d2EGFP.

2) GTG como un codén de inicio en el gen de resistencia a Zeo, en lugar de ATG (Fig. 13C).

El marco de lectura abierto de Zeo se amplificé con el par de cebadores ZEOforwardBamHI-GTG (SEQ. ID.
NO. 94): GATCGGATCCACCGTGGCCAAGTTGACCAGTGCCGTTC y ZEOWTreverse (SEQ. ID. NO. 85),
el producto de PCR se cort6é con EcoRI-BamHI, y se ligé en pd2EGFP, cortado con EcoRI-BamHI, creando
pZEO-GTG-d2EGFP.

3) TTG como un codon de inicio en el gen de resistencia a Zeo, en lugar de ATG (Fig. 13D). El marco de
lectura abierto de Zeo se amplific6 con el par de cebadores ZEOforwardBamHI-TTG:
GATCGGATCCACCTTGGCCAAGTTGACCAGTGCCGTTC (SEQ. ID. NO. 95) y ZEOWTreverse (SEQ. ID.
NO. 85), el producto de PCR se cortd con EcoRI-BamHI, y se ligé en pd2EGFP, cortado con EcoRI-BamHI,
creando pZEO-TTG- d2EGFP.

Transfeccion, cultivo y analisis de células CHO

La linea celular de ovario de hamster chino CHO-K1 (ATCC CCL-61) se cultivé en medio HAMS-F12 + 10% de suero
fetal de ternera que contiene 2 mM de glutamina, 100 U/ml de penicilina y 100 microgramos/ml de estreptomicina a
37°C/5% COa. Las células se transfectaron con los plasmidos usando Lipofectamine 2000 (Invitrogen) como se
describe por el fabricante. De forma breve, las células se sembraron en vasijas de cultivo y se hicieron crecer toda la
noche hasta 70-90% de confluencia. El reactivo de Lipofectamine se combiné con ADN plasmidico a una relacion de
15 microlitros por 3 microgramos (por ejemplo para una capsula de Petri de 10 cm, 20 microgramos de ADN y 120
microlitros de Lipofectamine), y se afiadié después de 30 minutos de incubacion a 25°C a las células. Después de la
incubacion durante toda la noche, la mezcla de transfeccion se sustituyd por medio reciente, y las células
transfectadas se incubaron adicionalmente. Después del cultivo durante toda la noche, las células se tripsinizaron y
se sembraron en vasijas de cultivo recientes con medio reciente. Después de otra incubacion durante toda la noche,
se afiadié zeocina a una concentracion de 50 pg/ml, y las células se cultivaron adicionalmente. Después de otros
tres dias, el medio se sustituyd por medio reciente que contiene zeocina (100 pg/ml) y se cultivdé adicionalmente.
Cuando las colonias individuales se hicieron visibles (aproximadamente diez dias después de la transfeccion), el
medio se elimind y se sustituyd por medio reciente sin zeocina. Los clones individuales se aislaron y se transfirieron
a placas de 24 pocillos en medio sin zeocina. Un dia después de aislar las colonias, se afiadié zeocina al medio. La
expresion del gen informador d2EGFP se evalu6 aproximadamente 3 semanas después de la transfeccion. Los
niveles de expresion de d2EGFP en las colonias se midié después de periodos de dos semanas.

Resultados

Células CHO-K1 se transfectaron con constructos que contienen los genes ATGmut/space Zeo (Fig. 13B), GTG Zeo
(Fig. 13C) y TTG Zeo (Fig. 13D) como genes de seleccion, clonandose todos ellos en direccion 5’ del gen informador
d2EGFP. Estos tres constructos carecian de elementos STAR (Control) o tenian elementos STAR 7 y 67 en
direccion 5’ del promotor de CMV, y STAR 7 en direccion 3’ del gen de d2EGFP (Fig. 14). La Fig. 14 muestra que
ambos constructos de control (sin elementos STAR) con ATGmut/space Zeo (A) y GTG Zeo (B) dieron colonias que
expresaron la proteina d2EGFP. El nivel medio de expresion de d2EGFP de 24 colonias ATGmut/space Zeo fue 46,
y de colonias GTG Zeo fue 75. Este mayor nivel medio de expresion en colonias GTG Zeo puede reflejar la mayor
rigurosidad de GTG, en comparacion con ATGmut/space (ejemplo 8). La adicién de elementos STAR 7 y 67 a dos
constructos dio como resultado colonias que tuvieron mayores niveles medios de expresion de d2EGFP. La
transfeccion del constructo ATGmut/space Zeo STAR 7/67/7 dio como resultado colonias con un nivel medio de
expresion de d2EGFP de 118, que es un factor 2,6 veces mayor que la media en las células de control (46). La
adicioén de los elementos STAR al constructo GTG Zeo dio como resultado un nivel medio de expresion de d2EGFP
de 99, que es un factor 1,3 veces mayor que la media en las células de control (75).
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De forma importante, no se establecieron colonias cuando se transfecté el constructo TTG Zeo. Sin embargo, el
constructo con TTG Zeo, flanqueado con STARs 7 y 67, dio como resultado el establecimiento de 6 colonias, con un
nivel medio de expresion de d2EGFP de 576 (Fig. 14C). De este modo, la rigurosidad de la traduccion mas elevada,
provocada por el codoén de inicio TTG (Fig. 12), conduce a los niveles de expresion de d2EGFP mas elevados, como
se predice en Fig. 13. Los resultados también indican que la rigurosidad del TTG Zeo solo (sin elementos STAR) es
al menos, en algunos experimentos, demasiado elevada para que las colonias sobrevivan. Sin embargo, en
experimentos independientes posteriores (véase mas abajo), se encontraron algunas colonias con este constructo
sin elementos STAR, indicando que la rigurosidad del sistema de seleccion con el codén de inicio TTG en el
marcador de seleccion de zeocina no excluye necesariamente el hallazgo de colonias cuando no estan presentes
elementos STAR, y que el nimero de colonias obtenidas puede variar entre experimentos.

Se concluye que el uso de elementos STAR en combinacion con el sistema de seleccién riguroso segun la invencion
permite identificar facilmente productores elevados del gen de interés.

Ejemplo 10: Establecimiento de un mayor nimero de colonias TTG Zeo STAR en comparacion con un
constructo IRES-Zeo.

Los resultados en el ejemplo 9 indican que el TTG Zeo tiene una eficacia de la traduccion extremadamente rigurosa,
que puede ser demasiado elevada para conferir resistencia a zeocina a las células. La transfeccién se aumenté de
escala para ensayar si habria algunas colonias que tienen tales niveles elevados de expresion de manera que
sobrevivieran. El aumento de escala del experimento podria resolver también la cuestion de si la media elevada de
TTG Zeo STAR 7/67/7 seria mayor cuando se analizasen mas colonias.

Materiales y métodos

Se transfectaron células CHO-K1 con los constructos que tienen el gen TTG Zeo como marcador de seleccion, con y
sin elementos STAR 7 y 67 (Fig. 15). Las transfecciones, la seleccion, el cultivo, etc., fueron como en el ejemplo 9,
excepto que se usaron 6 veces mas células, ADN y Lipofectamine 2000. Las transfecciones y la seleccion se
realizaron en capsulas de Petri.

Resultados

La Fig. 15A muestra que la transfeccion con el constructo TTG Zeo STAR 7/67/7 dio como resultado la generacion
de muchas colonias con una sefial media de d2EGFP de 560. Esto es tan elevado como en el ejemplo 9, excepto
que ahora se analizaron 58 colonias. Cuando se compara con un constructo con el gen de resistencia a zeocina
colocado detras de una secuencia IRES (Fig. 15B), el nivel medio de expresion de d2EGFP fue 61, y cuando los
elementos STAR 7 y 67 se afiadieron a tal constructo, el nivel medio de expresion de d2EGFP fue 125, un factor de
2 por encima del control (Fig. 15B). La media de las colonias de TTG Zeo STAR 7/67/7 fue por lo tanto un factor 9,2
veces mayor que las colonias de IRES-Zeo sin STAR, y un factor de 4,5 veces mayor que las colonias de
STAR7/67/7 IRES Zeo.

Una observacion es que la forma de la curva de todas las colonias que se expresan difiere entre TTG Zeo
STAR7/67/7 e IRES-Zeo STAR 7/67/7. En el primer caso (TTG Zeo), la curva se estabiliza, mientras que en el
segundo caso (IRES-Zeo) la curva tiene una forma mas “exponencial’. La meseta en la curva de TTG Zeo podria
indicar que las células han alcanzado un nivel maximo de expresion de d2EGFP, por encima del cual los niveles de
expresion de d2EGFP se hacen téxicos y las células mueren. Sin embargo, parece mas tarde que los valores
elevados estuvieron proximos al valor maximo que se puedo detectar con los ajustes del detector del analizador de
FACS. En experimentos posteriores, los ajustes del analizador de FACS se cambiaron para permitir la deteccion de
valores mayores, y en algunos casos se midieron de hecho, en experimentos independientes posteriores, valores
mayores que los obtenidos aqui (véase mas abajo).

Debido al aumento de escala de las transfecciones, se pudieron escoger tres colonias con el constructo TTG Zeo sin
STAR. Los niveles de expresion de d2EGFP de estas colonias fueron 475, 158 y 43. La ultima colonia murié pronto
después de la primera medicion. Este resultado indica que el constructo TTG Zeo puede conferir resistencia a
zeocina, dando como resultado colonias que también pueden dar en algunos casos niveles elevados de expresion.
Por tanto, el nuevo método de seleccidon segun la invencion se puede aplicar con casetes de expresion que no
contienen elementos de control de cromatina, aunque se prefiere claramente usar casetes de expresion que
comprenden al menos uno de tales elementos, preferiblemente un elemento STAR.

Los resultados indican que los elementos STAR permiten un sistema de seleccidon mas riguroso segun la invencion,
tal como se ejemplifica en este ejemplo, dando como resultado la recogida de colonias que tienen un nivel medio de
expresion proteica muy elevado.

Ejemplo 11: Creacion y ensayo de constructos bicistronicos Blasticidina-d2EGFP con eficacias de
traduccion diferenciales.

Hay cuatro ATG internos en el gen de resistencia a blasticidina, ninguno de los cuales codifica una metionina (Fig.
25A). Estos ATG se han de eliminar sin embargo (Fig. 25B), puesto que serviran como codon de inicio cuando se
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haya modificado el codén de inicio ATG (o su contexto), y esto dara como resultado péptidos que no se asemejan a
la proteina de resistencia a blasticidina. De forma mas importante, estos ATGs evitaran la traduccion eficaz del gen
de interés, como se representa mediante d2EGFP en este ejemplo con fines ilustrativos. Para eliminar los ATGs
internos, se amplificd en primer lugar el marco de lectura abierto de la proteina de resistencia a blasticidina con
cuatro pares de cebadores, generando 4 fragmentos de proteina de resistencia a blasticidina. Los pares de
cebadores fueron:

A) BSDBamHlIforward (SEQ. ID. NO. 96):
GATCGGATCCACCATGGCCAAGCCTTTGTCTCAAG

BSD 150reverse (SEQ. ID. NO. 97):
GTAAAATGATATACGTTGACACCAG

B) BSD 150forward (SEQ. ID. NO. 98): CTGGTGTCAACGTATATCATTTTAC
BSD250reverse (SEQ. ID. NO. 99): GCCCTGTTCTCGTTTCCGATCGCG
C) BSD250forward (SEQ. ID. NO. 100):

CGCGATCGGAAACGAGAACAGGGC

BSD350reverse (SEQ. ID. NO. 101): GCCGTCGGCTGTCCGTCACTGTCC
D) BSD350forward (SEQ. ID. NO. 102): GGACAGTGACGGACAGCCGACGGC

BSD399reverse (SEQ. ID. NO. 103):
GATCGAATTCTTAGCCCTCCCACACGTAACCAGAGGGC

Los fragmentos A a D se aislaron de un gel de agarosa y se mezclaron juntos. Seguidamente, sélo se usaron los
cebadores BSDBamHIforward y BSD399reverse para crear el ADNc de la proteina de resistencia a blasticidina de
longitud completa, pero sustituyendo todos los ATG internos. La blasticidina reconstituida se corté entonces con
EcoRI-BamHI, y se clon6é en pZEO-GTG-d2EGFP, cortado con EcoRI-BamHI (que libera Zeo), dando como
resultado pBSDmut-d2EGFP. Todo el marco de lectura abierto de la proteina de resistencia a blasticidina se
secuencio para verificar que se habian sustituido todos los ATGs.

Con este gen mutado que codifica proteina de resistencia a blasticidina (Blas), se obtuvieron tres clases de
constructos (Fig. 25C-E):

1) ATG como codén de inicio, pero en un mal contexto y seguido de secuencia espaciadora. El marco de
lectura abierto de la proteina de resistencia a blasticidina mutado en pBSD-d2EGFP se amplificé usando los
cebadores BSDforwardBamHIAvrll-ATGmut/space (SEQ. ID. NO. 104):

GATCGGATCCTAGGTTGGITTATGTCGATCCAAAGACTGCCAAATCTAGAT
CCGAGATTTTCAGGAGCTAAGGAAGCTAAAGCCAAGCCTTTGTCTCAAGA
AG,

y BSD399reverseEcoRIAvrll (SEQ. ID. NO. 105):
GATCGAATTCCCTAGGTTAGCCCTCCCACACGTAACCAGAGGGC,

el producto de la PCR se corté con BamHI-EcoRlI, y se ligdo en pZEO-GTG-d2EGFP, cortado con EcoRI-
BamHI. Esto da como resultado pBSD-ATGmut/space-d2EGFP.

2) GTG como coddn de inicio en lugar de ATG. El marco de lectura abierto de la proteina de resistencia a
blasticidina mutado en pBSDd2EGFP se amplific6 usando los cebadores BSDforwardBamHIAvrll-GTG
(SEQ. ID. NO. 106): GATCGGATCCTAGGACCGTGGCCAAGCCTTTGTCTCAAGAAG y
BSD399reverseEcoRIAvrll (SEQ. ID. NO. 105), el producto de la PCR se corté con BamHI-EcoRl, y se ligd
en pZEO-GTG-d2EGFP, cortado con EcoRI-BamHI. Esto da como resultado pBSD-GTG-d2EGFP.

3) TTG como codon de inicio en lugar de ATG. El marco de lectura abierto de blasticidina mutado en pBSD-
d2EGFP se amplific6 usando los cebadores BSDforwardBamHIAvrll-TTG (SEQ. ID. NO. 107):
GATCGGATCCTAGGACCTTGGCCAAGCCTTTGTCTCAAGAAG y BSD399reverseEcoRIAvrll (SEQ. ID.
NO. 105), el producto de la PCR se corté con BamHI-EcoRl, y se ligé en pZEO-GTG-d2EGFP, cortado con
EcoRI-BamHI. Esto da como resultado pBSD-TTG-d2EGFP.
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Resultados

Se transfectaron células CHO-K1 con constructos que contienen los genes GTG Blas (Fig. 16A) y TTG Blas (Fig.
16B) como gen de seleccion, clonandose todos en direccion 5’ del gen informador d2EGFP. La seleccion tuvo lugar
en presencia de 20 pg/ml de blasticidina. Los dos constructos carecian de elementos STAR (Control), o tenian
elementos STAR 7 y 67 en direccion 5’ del promotor de CMV, y STAR?Y en direccion 3’ del gen d2EGFP (Fig. 16). La
Fig. 16 muestra que ambos constructos de control (sin elementos STAR) con GTG Blas (A) y TTG Blas (B) dieron
colonias que expresaron la proteina d2EGFP. La sefial media de d2EGFP de 24 colonias GTG Blas fue 14,0 (Fig.
16A), y la de las colonias TTG Blas fue 81 (Fig. 16B). Este mayor nivel medio de expresion en colonias TTG Blas
puede reflejar la mayor rigurosidad de TTG, en comparacién con GTG (véase también el ejemplo 9). Sin embargo,
so6lo sobrevivieron 8 colonias bajo las condiciones TTG mas restrictivas.

La adicion de elementos STAR 7 y 67 a los constructos dio como resultado colonias que tuvieron mayores niveles
medios de expresion de d2EGFP. La transfecciéon del constructo GTG Blas STAR 7/67/7 dio como resultado colonias
con un nivel medio de expresion de d2EGFP de 97,2 (Fig. 16A), que es un factor 6,9 veces mayor que la media en
las células de control (14,0). La adicion de elementos STAR al constructo TTG Blas dio como resultado una sefal
media de d2EGFP de 234,2 (Fig. 16B), que es un factor 2,9 mayor que la media en las células de control (81). Sin
embargo, obsérvese nuevamente que soélo sobrevivieron 8 colonias a las condiciones duras de seleccion de TTG
Blas, mientras que sobrevivieron 48 colonias con TTG Blas STAR 7/67/7. Cuando se comparan solamente los cinco
valores mas elevados, la media de los cinco TTG Blas mas elevados fue 109,1, y la media de los cinco TTG Blas
STAR 7/67/7 mas elevados fue 561,2, que es un factor 5,1 veces mayor.

Los resultados indican que los elementos STAR permiten un sistema de seleccion mas riguroso, dando como
resultado la recogida de colonias que tienen un nivel medio de expresion proteica muy elevado. También muestran
que esta seleccion no esta restringida a la proteina de resistencia a zeocina sola, sino que también se pueden usar
otros polipéptidos marcadores de seleccion, en este caso la proteina de resistencia a blasticidina.

Ejemplo 12: Estabilidad de la expresion de d2EGFP en el nuevo sistema de seleccion.

Las colonias descritas en el ejemplo 10 se cultivaron adicionalmente en varias condiciones para evaluar la
estabilidad de la expresion de d2EGFP a lo largo de un periodo de tiempo prolongado.

Resultados

Las colonias que contienen TTG Zeo STAR 7/67/7 en la Fig. 15A se cultivaron durante 70 dias adicionales en
presencia de 100 pg/ml de zeocina. Como se muestra en la Fig. 17, la sefial media de d2EGFP aument6 desde
560,2 después de 35 dias hasta 677,2 después de 105 dias. Excepto por algunas colonias raras, todas las colonias
tuvieron un mayor nivel de expresion de d2EGFP.

Cuando el nivel de zeocina se redujo hasta 20 pg/ml de zeocina, todavia hubo un incremento en el nivel medio de
expresion de d2EGFP, desde 560,2 después de 35 dias hasta 604,5 después de 105 dias (Fig. 18).

Cuando no habia presiéon de seleccidon en absoluto debido a la eliminacién de la zeocina del medio de cultivo,
aproximadamente 50% de las colonias se convirtieron en un mosaico, esto es, dentro de una colonia se
manifestaron células que no expresan d2EGFP. Esto dio como resultado una reduccion de los niveles de expresion
de d2EGFP a menos de 50% de los niveles originales. Si la sefial se hizo menor que 67% (disminucion de al menos
un tercio) desde la sefal original, la colonia se considerd que era inestable con respecto a la expresion de d2EGFP.
De las 57 colonias originales, 27 colonias permanecieron estables segun este criterio; la sefial media de d2EGFP de
estas colonias después de 35 dias (mientras todavia estaban bajo presion de seleccion) fue 425,6, mientras que la
sefial media de d2EGFP sin presion de seleccion después de 65 dias fue 290,0. Cuando se midié después de 105
dias, la sefal media en las 27 colonias fue 300,9. Por tanto, después de una disminucién inicial, los niveles de
expresion en las 27 colonias permanecieron estables segun este criterio (Fig. 19).

Seis de las colonias se sometieron a una ronda de subclonacion. Las células se sembraron en placas de 96 pocillos
de tal manera que cada pocillo contuvo aproximadamente 0,3 células. No habia zeocina en el medio, de manera
que, desde el comienzo, los subclones crecieron sin presion de seleccion. De cada colonia original, se aislaron al
azar seis subclones y se hicieron crecer en placas de 6 pocillos hasta el analisis. En la Fig. 23 se comparan los
valores originales de los clones originales, como ya se mostraron en la Fig. 15 A, con uno de los subclones. En uno
de los seis clones (clon 25), no habia ningin subclén con sefial de d2EGFP en el intervalo del clon original. Sin
embargo, en cinco de seis casos, al menos uno de los sbuclones tuvo niveles de expresion de d2EGFP iguales al
clon progenitor. Estos niveles de expresion se determinaron después de 50 dias sin presion de seleccion. Se
concluye que una ronda de subclonacion es suficiente para obtener un nimero elevado de colonias que permanecen
estables para la expresion elevada en ausencia de presion de seleccion. Esto se ha confirmado en un experimento
similar (no mostrado).

Se comparo el numero de copias que se integraron en las colonias TTG Zeo STAR 7/67/7. Se aislé ADN cuando las
colonias estuvieron 105 dias bajo presion de seleccion de zeocina (véase la Fig. 17). Como se muestra en la Fig. 24,
se pudieron distinguir dos subpoblaciones. En la Fig. 24, el corte se realiz6 a 20 copias, y se calcul6 el valor R” y se
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muestra. También se muestra el valor R? a partir de datos con copias mayores de 20. En el intervalo de la sefal de
d2EGFP de 100 a 800, hubo un grado elevado de dependencia del nimero de copias, como se denota mediante un
R? relativamente elevado de 0,5685 (Fig. 24). Sin embargo, la poblacion de colonias que fluctua alrededor de una
sefial de d2EGFP de 800, se observo una variacion elevada en el numero de copias (Fig. 24), como se denota con
R? bajo de 0,0328. Juntos, los datos muestran que, en el nuevo sistema de seleccion, en colonias que contienen
constructos TTG Zeo STAR 7/67/7, hay una expresion de d2EGFP dependiente del numero de copias hasta ~20
copias. También, aunque la dependencia del nimero de copias se pierde cuando hay >20 copias, todavia una
proporcion sustancial de las colonias con una sefal de d2EGFP elevada (>800) tienen no mas de 30 copias (Fig.
24). Esta combinacién entre expresion elevada de d2EGFP y un numero relativamente bajo de copias (entre 10 y
30) puede ser importante para identificar colonias que siguen siendo relativamente estables sin presion de seleccion.
Es una ventaja tener clones con numeros relativamente bajos de copias (menos de alrededor de 30, mas
preferiblemente menos de alrededor de 20) que dan niveles elevados de expresion, debido a que se cree que tales
clones son menos susceptibles a la inestabilidad genética. El presente sistema de seleccion permite generar tales
clones, incluyendo a partir de células CHO.

Ejemplo 13: Creacion y ensayo de constructos bicistronicos zeocina-blasticidina-EpCAM con eficacias de
traduccion diferenciales.

Para ensayar el sistema de seleccion en la producciéon de un anticuerpo, se tomé como ejemplo el anticuerpo anti-
EpCAM (véase también el ejemplo 5).

Resultados

Se cre6 un plasmido en el que tanto la cadena pesada (HC) como la cadena ligera (LC) se colocaron cada una en
una unidad de transcripcion separada (Fig. 20-22). La expresion de ambas cadenas fue conducida por el promotor
de CMV. En direccion 5 de la cadena pesada de EpCAM, se coloco el gen de resistencia a zeocina, ya sea con el
ATGmut/space (Fig. 20), GTG (Fig. 21) o TTG (Fig. 22) como codén de inicio (véase el ejemplo 9). En direccion 5’ de
la cadena ligera de EpCAM, se coloco el gen de resistencia a blasticidina, ya sea con el ATGmut/space (Fig. 20),
GTG (Fig. 21) o TTG (Fig. 22) como codon de inicio (véase el ejemplo 11). Se obtuvieron dos tipos de constructos,
un constructo sin elementos STAR (Control) y un constructo con una combinacién de elementos STAR 7 y 67. Los
elementos STAR se colocaron segun lo siguiente: en direccién 5 de cada promotor de CMV (es decir, uno para la
unidad de transcripcion que comprende HC, y uno para la unidad de transcripcion que comprende LC) se coloco
STAR 67, y el constructo resultante se flanqued con un elemento STAR 7 5’ y 3’ (Figs. 20-22). Todos los constructos
se transfectaron a células CHO-K1, y se seleccionaron en 100 pg/ml de zeocina y 20 ug/ml de blasticidina (al mismo
tiempo). Después de la seleccion, se aislaron colonias independientes y se propagaron bajo presion de seleccion
continua (usando 100 ug/ml de zeocina y 20 pg/ml de blasticidina). La Fig. 20 muestra que la combinacion STAR
7/67/7 tuvo un efecto beneficioso sobre la produccién de EpCAM. EI ATGmut/space Zeo y ATGmut/space Blas no
tuvieron efectos sobre el nimero de colonias que se formaron con plasmidos que contienen o no elementos STAR.
Sin embargo, los niveles medios de expresion de EpCAM de 24 colonias de control frente a colonias STAR 7/67/7
oscil6é desde 0,61 pg/célula/dia en el control hasta 3,44 pg/célula/dia en el constructo STAR7/67/7 (Fig. 20). Esto es
un factor de 5,6 de incremento. Puesto que hubo muchas colonias en el control ATGmut/space con 0 pg/célula/dia,
también se comparé la produccién media de EpCAM en las cinco colonias mas elevadas. En el ATGmut/space de
control, esta fue de 3,0 pg/célula/dia, frente a 7,8 pg/célula/dia con el constructo ATGmut/space STAR 7/67/7, un
incremento de un factor de 2,6.

La Fig. 21 también muestra que la combinacion STAR 7/67/7 tuvo un efecto beneficioso sobre la produccion de
EpCAM, usando el coddn de inicio GTG para los marcadores. Con el constructo GTG Zeo y GTG Blas STAR 7/67/7,
se formaron aproximadamente 2 veces mas colonias. También, los niveles medios de expresion de EpCAM de 24
colonias de control frente a colonias STAR 7/67/7 oscilé desde 2,44 pg/célula/dia en el control hasta 6,51
pg/célula/dia en el constructo STAR7/67/7 (Fig. 21). Este es un factor de 2,7 de incremento. También se comparo la
produccion media de EpCAM en las cinco colonias mas elevadas. En el GTG de control, esta fue 5,7 pg/célula/dia,
frente a 13,0 pg/célula/dia con el constructo GTG STAR 7/67/7, un incremento de un factor de 2,3. También
obsérvese que la produccion media de EpCAM mediada por el codéon de inicio GTG para los marcadores de
seleccion fue significativamente mayor que con el codén de inicio ATGmut/space.

La Fig. 22 muestra que con el constructo de control TTG Zeo y TTG Blas no se formaron colonias, de manera similar
como en el ejemplo 9. Con el constructo STAR 7/67/7 TTG se formaron colonias. Los niveles medios de expresion
de EpCAM de las colonias STAR 7/67/7 TTG fue 10,4 pg/célula/dia (Fig. 22). Esto es nuevamente mayor que con el
ATGmut/space y GTG como codoén de inicio (véanse las Figs. 20, 21 para comparacion). La produccion media de
EpCAM en las cinco colonias TTG STAR 7/67/7 mas elevadas fue 22,5 pg/célula/dia.

Los resultados muestran que el sistema de seleccion también se puede aplicar a dos polipéptidos producidos
simultaneamente, en este caso dos polipéptidos de una proteina multimérica, segun sea el caso, un anticuerpo. La
produccion de EpCAM sigue estrechamente los resultados obtenidos con d2EGFP. El TTG como codoén de inicio es
mas restrictivo que el codén de inicio GTG, que a su vez es mas restrictivo que el ATGmut/space (Figs. 12 y 13).
Una mayor rigurosidad da como resultado un nimero decreciente de colonias, sin colonias en el caso del control de
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TTG, que no tiene elementos STAR, y una mayor restriccion del marcador de seleccion esta acoplado a una mayor
expresion de la proteina de interés.

Ejemplo 14: Creacion y ensayo de constructos bicistronicos GTG zeocina-d2EGFP adicionales con eficacias
de traduccion diferenciales.

En el Ejemplo 8 se describieron diferentes versiones del gen de resistencia a zeocina con codones de inicio
mutados. Ademas de los codones GTG descritos (Ejemplo 8, Fig. 33A), son posibles codones de inicio modificados
adicionales con eficacia traduccional distinta. Estas versiones diferentes del gen de resistencia a zeocina se crearon
(Fig. 33) y se clonaron en direccién 5 del gen de d2EGFP modificado, como en el Ejemplo 9.

Materiales y métodos
Creacion de plasmidos
Se obtuvieron cuatro constructos GTG adicionales:

1) GTG como un cododn de inicio en el gen de resistencia a Zeo (Fig. 33A), pero seguido de una secuencia
espaciadora (Fig. 33B). EI marco de lectura abierto de mutspace-Zeo se amplifico con el par de cebadores
GTGspaceBamHIF (SEQ. ID. NO. 122):

GAATTCGGATCCACCGTGGCGATCCAAAGACTGCCAAATCTAG Yy

(en el que la secuencia que sigue a la secuencia subrayada comprende la secuencia espaciadora), y
ZEOWTreverse (SEQ. ID. NO. 85), el producto de PCR se corté con EcoRI-BamHI, y se ligé en pd2EGFP,
cortado con EcoRI-BamHI, creando pZEO- GTGspace-d2EGFP.

2) GTG como un codon de inicio en el gen de resistencia a Zeo, pero en un mal contexto (TTTGTG) (Fig.
33C). El marco de lectura abierto de Zeo se amplificd con el par de cebadores ZEOTTTGTGBamHIF (SEQ.
ID. NO. 123):

GAATTCGGATCCTTTGTGGCCAAGTTGACCAGTGCCGTTCCGy

ZEOWTreverse (SEQ. ID. NO. 85), el producto de PCR se corté con EcoRI-BamHI, y se ligé en pd2EGFP,
cortado con EcoRI-BamHI, creando pZEO(leu)-TTTGTG-d2EGFP.

3) GTG como un coddn de inicio en el gen de resistencia a Zeo, en lugar de ATG (Fig. 33A), pero con una
mutacion adicional en el marco de lectura abierto de Zeo en Pro9, que se sustituyé por treonina (Thr) (Fig.
33D). La mutacion Thr9 se introdujo amplificando el marco de lectura abierto de Zeo con el par de
cebadores ZEOForwardGTG-Thr9 (SEQ. ID. NO. 124):

AATTGGATCCACCGTGGCCAAGTTGACCAGTGCCGTTACCGTGCTC

y ZEOWTreverse (SEQ. ID. NO. 85), el producto de PCR se corté con EcoRI-BamHI, y se ligé en pd2EGFP,
cortado con EcoRI-BamHI, creando pZEO-GTG-Thr9-d2EGFP.

4) GTG como un codon de inicio en el gen de resistencia a Zeo, en lugar de ATG (Fig. 33A), pero con una
mutacién adicional en el marco de lectura abierto de Zeo en Pro9, que se sustituyd por fenilalanina (Phe)
(Fig. 33E). La mutacion Phe9 se introdujo amplificando el marco de lectura abierto de Zeo con el par de
cebadores ZEOForward GTG-Phe9 (SEQ. ID. NO. 125):

AATTGGATCCACCGTGGCCAAGTTGACCAGTGCCGTTITCGTGCTC

y ZEOWTreverse (SEQ. ID. NO. 85), el producto de la PCR se corté con EcoRI-BamHI, y se ligé en
pd2EGFP, cortado con EcoRI-BamHI, creando pZEO-GTG-Phe9-d2EGFP.

Transfeccion, cultivo y analisis de células CHO
La transfeccion, el cultivo y el analisis de células CHO-K1 se realiz6 como en el Ejemplo 8.
Resultados.

Células CHO-K1 se transfectaron con constructos que contienen los genes de GTG Zeo (Fig. 33A), GTG space Zeo
(Fig. 33B), TTT GTG Zeo (también denominado: GTGmut Zeo) (Fig. 33C), GTG Thr9 Zeo(leu) (Fig. 33D) y GTG
Phe9 Zeo(leu) (Fig. 33D) como gen de seleccion, clonandose todos ellos en direccion 5’ del gen informador de
d2EGFP. Estos cinco constructos carecian de elementos STAR (Control) o tenian elementos STAR 7 y 67 en
direccion 5’ del promotor de CMV, y STAR 7 en direccion 3’ del gen de d2EGFP (Fig. 33). La Fig. 34 muestra que,
de los constructos de control sin elementos STAR, solamente el constructo GTG Zeo sin elementos STAR dio
colonias que expresaron la proteina d2EGFP. Por el contrario, todos los constructos que contienen elementos STAR
dieron colonias que expresaron proteina d2EGFP. La sefial media de fluorescencia de d2EGFP de 11 colonias de
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Control de GTG Zeo fue 20,3, de 13 colonias GTG Zeo con los STAR 7/67/7 104,9, de 24 colonias GTG space Zeo
7/67/7 201,5, de 6 colonias TTT GTG Zeo 7/67/7 310,5, de 22 colonias GTG Thr9 Zeo 7/67/7 423, y de 16 colonias
GTG Phe9 Zeo 550,2 (Fig. 34).

Las mayores restricciones de las nuevas mutaciones GTG se correlacionan con mayores sefiales medias de
fluorescencia (Fig. 34). Sin embargo, el TTT GTG Zeo 7/67/7 dio solamente dos colonias con nivel elevado de
expresion, y unas pocas colonias con un nivel bajo de expresién. Esto puede indicar que esta mutacion esta al borde
de la restriccién que estas células pueden soportar con una concentracion fija de zeocina afadida al medio de
cultivo.

Las mutaciones Thr9 y Phe9 no influyen en la eficacia de la traduccién de los mutantes de Zeo. En su lugar, reducen
la funcionalidad de la proteina de resistencia a zeocina, evitando una interaccién éptima entre las dos mitades de la
proteina de resistencia a zeocina (Dumas et al, 1994). Esto implica que se ha de producir mas proteina para lograr
resistencia frente a la zeocina en el medio de cultivo. Como consecuencia, todo el casete se ha de transcribir a un
mayor nivel, dando como resultado eventualmente un mayor nivel de expresion de d2EGFP.

Se concluye que el uso de las eficacias de traduccion descritas del ARNm de resistencia a zeocina da como
resultado mayores niveles de expresion de la proteina d2EGFP, esto en combinacion con elementos STAR.

Este ejemplo demuestra ademas la posibilidad de proporcionar un ajuste fino de la restriccion del sistema de
seleccion de la invencion para lograr niveles optimos de expresion de una proteina de interés. Claramente, la
persona experta en la técnica sera capaz de combinar estas y otras posibilidades dentro de los conceptos descritos
aqui (por ejemplo mutar la zeocina en la posicidon 9 a otros aminoacidos, o mutarla en otras posiciones; usar un GTG
u otro coddn de inicio en un contexto de iniciacién de la traduccién no 6ptimo para zeocina u otros marcadores de
seleccion; o mutar otros marcadores de seleccion para reducir su funcionalidad, por ejemplo usar una secuencia que
codifica un gen de resistencia a neomicina que tiene una mutacion en el resto de aminoacidos 182 o 261, o ambos,
véase por ejemplo el documento WO 01/32901), y similar, para proporcionar tal ajuste fino, y, simplemente
ensayando, determinar una combinacion adecuada de rasgos para el marcador de seleccién, conduciendo a una
expresion mejorada del polipéptido de interés.

Ejemplo 15: Creacion y ensayo de constructos bicistronicos TTG Zeocina-d2EGFP adicionales con eficacias
de traduccion diferenciales.

En el Ejemplo 8 se describieron diferentes versiones del gen de resistencia a zeocina con codones de inicio
mutados. Ademas de los codones TTG descritos (Fig. 35A), son posibles codones de inicio modificados adicionales,
con distinta eficacia traduccional. Estas diferentes versiones del gen de resistencia a zeocina se crearon y se
clonaron en direccion 5’ del gen de d2EGFP modificado (Fig. 35).

Materiales y métodos
Creacion de plasmidos
Se obtuvieron tres constructos TTG adicionales:

1) TTG como un coddn de inicio en el gen de resistencia a Zeo (Fig. 35A), pero seguido de una secuencia
espaciadora (Fig. 35B). El marco de lectura abierto de Zeo (con la secuencia espaciadora) se amplificé con
el par de cebadores TTGspaceBamHIF (SEQ. ID. NO. 126):

GAATTCGGATCCACCTITGGCGATCCAAAGACTGCCAAATCTAG y

ZEOWTreverse (SEQ. ID. NO. 85), el producto de la PCR se cortd6 con EcoRI-BamHI, y se ligd en
pd2EGFP, cortado con EcoRI-BamHI, creando pZEO-TTGspace-d2EGFP.

2) TTG como codon de inicio en el gen de resistencia a Zeo en lugar de ATG (Fig. 35A), pero con una
mutacion adicional en el marco de lectura abierto de Zeo en Pro9, que se sustituy6 por treonina (Thr) (Fig.
35C). La mutacion Thr9 se introdujo amplificando el marco de lectura abierto de Zeo con el par de
cebadores ZEOForwardTTG-Thr9 (SEQ. ID. NO. 127):

AATTGGATCCACCITGGCCAAGTTGACCAGTGCCGTTACCGTGCTC

y ZEOWTreverse (SEQ. ID. NO. 85), el producto de la PCR se corté con EcoRI-BamHI, y se ligé en
pd2EGFP, cortado con EcoRI-BamHI, creando pZEO-TTG-Thr9-d2EGFP.

3) TTG como un codén de inicio en el gen de resistencia a Zeo, en lugar de ATG (Fig. 35A), pero con una
mutacién adicional en el marco de lectura abierto de Zeo en Pro9, que se sustituyd por fenilalanina (Phe)
(Fig. 35D). La mutacion Phe9 se introdujo amplificando el marco de lectura abierto de Zeo con el par de
cebadores ZEOForwardTTG-Phe9 (SEQ. ID. NO. 128):

AATTGGATCCACCITGGCCAAGTTGACCAGTGCCGTTITCGTGCTC
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y ZEOWTreverse (SEQ. ID. NO. 85), el producto de la PCR se cortdé con EcoRI-BamHI, y se ligé en
pd2EGFP, cortado con EcoRI-BamHI, creando pZEO-TTG-Phe9-d2EGFP.

Resultados

Se transfectaron células CHO-K1 con constructos que contienen los genes TTG Zeo (Fig. 35A), TTGspace Zeo (Fig.
35B), TTG Thr9 Zeo (Fig. 35C) y TTG Phe9 Zeo (Fig. 35D) como gen de seleccién, clonandose todos ellos en
direccion 5’ del gen informador de d2EGFP. Estos cuatro constructos carecian de elementos STAR (Control), o
tenian elementos STAR 7 y 67 en direccion 5’ del promotor de CMV, y STAR 7 en direccién 3’ del gen de d2EGFP
(Fig. 35). La Fig. 36 muestra que, de los constructos de control sin elementos STAR, solamente el constructo TTG
Zeo sin elementos STAR dio colonias que expresaron la proteina d2EGFP. Por el contrario, todos los constructos
que contienen elementos STAR dieron colonias que expresaron la proteina d2EGFP. La sefial media de
fluorescencia de d2EGFP de 3 colonias de Control de TTG Zeo fue 26,8, de 24 colonias TTG Zeo con los STARs
7/67/7 426,8, de 24 colonias TTGspace Zeo 7/67/7 595,7, de 2 colonias TTG Thr9 Zeo 7/67/7 712,1, y de 3 colonias
TTG Phe9 Zeo 677,1 (Fig. 36).

Las mayores restricciones de las nuevas mutaciones TTG se correlacionan con mayores sefiales medias de
fluorescencia (Fig. 36). Sin embargo, los constructos TTG Thr9 Zeo 7/67/7 y TTG Phe9 Zeo 7/67/7 solamente dieron
dos colonias de expresion elevada cada una, y unas pocas colonias de baja expresion. Esto puede indicar que estas
mutaciones estan en el borde de la restriccion que las células pueden soportar con una concentracion fija de zeocina
afiadida al medio de cultivo.

Se concluye que el uso de las eficacias de traduccion descritas del ARNm de resistencia a zeocina da como
resultado mayores niveles de expresion de la proteina d2EGFP, esto en combinacion con elementos STAR.

Ejemplo 16: Creacion y ensayo de constructos bicistronicos de puromicina-d2EGFP con eficacias de
traduccion diferenciales.

Hay tres ATGs internos en el gen de resistencia a puromicina, cada uno de los cuales codifica una metionina (Fig.
28, Fig. 37A). Estos ATGs se han de eliminar (Fig. 37B, C), puesto que serviran como coddn de inicio cuando se ha
modificado el codon de inicio ATG (o su contexto), y esto dara como resultado péptidos que no se asemejan a la
proteina de resistencia a puromicina. De forma mas importante, estos ATGs evitaran la traduccion eficiente del gen
de interés, como se representa mediante d2EGFP en este ejemplo con fines ilustrativos. Las metioninas se
cambiaron por leucina, como en la proteina de resistencia a zeocina (ejemplo 8). Sin embargo, en lugar de usar el
codon TTG para leucina (por ejemplo en zeocina en el ejemplo 8), ahora se escogié el codon CTG para leucina (en
seres humanos, para leucina, el codén CTG se us6 mas a menudo que el codén TTG). Para eliminar los ATGs
internos, se amplificd en primer lugar el marco de lectura abierto de la proteina de resistencia a puromicina con 4
pares de cebadores, generando 4 fragmentos de proteina de resistencia a puromicina. Los pares de cebadores
fueron:

PURO BamHI F (SEQ. ID. NO. 129):
GATCGGATCCATGGTTACCGAGTACAAGCCCACGGT,
PURO300 R LEU (SEQ. ID. NO. 130):
CAGCCGGGAACCGCTCAACTCGGCCAGGCGCGGGC; y
PURO300FLEU (SEQ. ID. NO. 131):

CGAGTTGAGCGGTTCCCGGCTGGCCGCGCAGCAACAGCTGGAAGGCCTC,
PUROG00ORLEU (SEQ. ID. NO. 132):

AAGCTTGAATTCAGGCACCGGGCTTGCGGGTCAGGCACCAGGTC.

Esto genera dos productos de PCR, que corresponden a la parte 5’ y 3’ del gen de resistencia a puromicina. Los dos
productos se afiadieron juntos y se amplificaron con PURO BamHI F (SEQ. ID. NO. 129) - PURO600RLEU (SEQ.
ID. NO. 132). El producto de PCR resultante se corté con BamHI-EcoRI y se ligd, creando pCMV- ATGPURO (leu).
La secuenciacion de este clon verificd que se habian convertido los tres ATGs internos. Todo el marco de lectura
abierto de puromicina se amplifico entonces con PUROBamHI TTG IF (SEQ. ID. NO. 133):

GAATTCGGATCCACCTTGGTTACCGAGTACAAGCCCACGGTGy

PUROG00ORLEU (SEQ. ID. NO. 132). Este cebador introduce un codén extra (GTT) directamente después del codén
de inicio TTG, debido a que se introduce el “G” en el nucleétido +4 para un contexto 6ptimo, y por tanto se
introducen dos nucleétidos mas para conservar el marco de lectura.

Resultados
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Se transfectaron células CHO-K1 con el constructo que contiene el gen TTG Puro (Fig. 38) como gen de seleccion,
clonado en direccion 5’ del gen informador d2EGFP. La seleccién se realizé en 10 ug/ml de puromicina. El
constructo carecia de elementos STAR (Control), o poseia elementos STAR 7 y 67 en direccion 5 del promotor de
CMV, y STAR 7 en direccion 3’ del gen de d2EGFP (Fig. 38). La Fig. 38 muestra que la sefial media de
fluorescencia de d2EGFP de 24 colonias de control de TTG Puro fue 37,9, de 24 colonias TTG Puro con STARs
7/67/7 75,5. Ademas, cuando se toma la media de los cinco valores mas elevados, la sefial de fluorescencia de
d2EGFP de colonias de Control de TTG Puro fue 69,5, y de colonias TTG Puro con STARs 7/67/7 186,1, un
incremento de casi tres veces en la sefal de fluorescencia de d2EGFP. Esto muestra que la eficacia de traduccién
modificada, descrita, del ARNm de resistencia a puromicina da como resultado mayores niveles de expresion de la
proteina d2EGFP, esto en combinacién con elementos STAR.

Este experimento demuestra que el gen de resistencia a puromicina se puede mutar para eliminar las secuencias
ATG de él, a la vez que sigue siendo funcional. Ademas, se concluye que el método de seleccion de la invencion
también funciona con todavia otro marcador de seleccién, puromicina.

Ejemplo 17: Creacion y ensayo de constructos de neomicina con eficacias de traduccion diferenciales.

Hay dieciséis ATGs internos en el gen de resistencia a neomicina, cinco de los cuales codifican una metionina en el
marco de lectura abierto de neomicina (Fig. 31, Fig. 39A). Estos dieciséis ATGs se han de eliminar (Fig. 398, C),
puesto que serviran como codén de inicio cuando se ha modificado el codon de inicio ATG (o su contexto), y esto
dara como resultado péptidos que no se asemejan a la proteina de resistencia a neomicina, y esto disminuira la
traduccién desde el marco de lectura abierto en direccién 3’ que codifica el péptido de interés en las unidades de
transcripcién de la invencién. Para eliminar los ATGs internos, el marco de lectura abierto de la proteina de
resistencia a neomicina se sintetiz6 completamente por un proveedor comercial (GeneArt, Alemania), en el que
todos los ATGs codificantes internos (para Met) se sustituyeron por CTGs (que codifican Leu), y los ATGs no
codificantes se sustituyeron de manera que se us6 un codon degenerado y por tanto no se produjeron mutaciones
en la secuencia proteica; la secuencia sintetizada de la neomicina se da en SEQ. ID. NO. 134. A fin de sustituir el
codon de inicio ATG por GTG (Fig. 39B) o TTG (Fig. 39C), se amplifico el gen de neomicina sintetizado con pares de
cebadores NEO-F-Hindlll (SEQ. ID. NO. 136):

GATCAAGCTTTTGGATCGGCCATTGAAACAAGACGGATTG y
NEO EcoRI 800R (SEQ. ID. NO. 137): AAGCTTGAATTCTCAGAAGAACTCGTCAAGAAGGCG.
Resultados

Se usaron bacterias de E. coli para ensayar la funcionalidad de la proteina de resistencia a neomicina de la que se
eliminaron todos los ATGs. Las bacterias de E. coli se transformaron con los constructos que contienen el gen GTG
Neo (Fig. 39B) o TTG Neo (Fig. 39C) como gen de seleccion. La seleccion tuvo lugar haciendo crecer las bacterias
en kanamicina. Sélo un gen de resistencia a neomicina funcional puede dar resistencia frente a kanamicina. La
transformacién con cualquier gen Neo modificado dio como resultado la formacion de colonias de E. coli, a partir de
las cuales se pudo aislar el plasmido que contiene el gen. Esto muestra que las eficacias de traduccién modificadas,
descritas, de los ARNm de resistencia a Neomicina, asi como la eliminacion de todos los ATGs del marco de lectura
abierto de Neo, da como resultado la produccién de proteina de resistencia a neomicina funcional.

Los genes de resistencia a neomicina mutados se incorporan en una unidad de transcripcion multicistronica de la
invencion, y se usan para la seleccion con G418 o neomicina en células hospedantes eucariotas.

Ejemplo 18: Creacion y ensayo de constructos de dhfr con eficacias de traduccion diferenciales.

Hay ocho ATGs internos en el gen de dhfr, seis de los cuales codifican una metionina en el marco de lectura abierto
de dhfr (Fig. 29, Fig. 40A). Todos estos ATGs se han de eliminar (Fig. 40B, C), puesto que serviran como codoén de
inicio cuando se ha modificado el coddn de inicio ATG (o su contexto), y esto dara como resultado péptidos que no
se asemejan a la proteina dhfr, y disminuira la traduccién a partir del marco de lectura abierto en direccion 3’ que
codifica el polipéptido de interés en las unidades de transcripcion de la invencién. Para eliminar los ATGs internos,
se sintetizd completamente el marco de lectura abierto de la proteina dhfr (SEQ. ID. NO. 138), como se describe
anteriormente para neomicina. A fin de sustituir el codon de inicio ATG por GTG (Fig. 40B) o TTG (Fig. 40C), se
amplific6 el gen de DHFR sintetizado con los cebadores DHFR-F-Hindll (SEQ. ID. NO. 140):
GATCAAGCTTTTGTTCGACCATTGAACTGCATCGTC 'y DHFR-EcoRI-600-R (SEQ. ID. NO. 141):
AGCTTGAATTCTTAGTCTTTCTTCTCGTAGACTTC.

Resultados

Se usaron bacterias de E. coli para ensayar la funcionalidad de la proteina dhfr, de la que se eliminaron todos los
ATGs. E. coli se transformé con los constructos que contienen el gen GTG dhfr (Fig. 40B) o TTG dhfr (Fig. 40C). La
seleccion tuvo lugar haciendo crecer las bacterias en trimetoprima (Sigma T7883-56). Sélo un gen de dhfr funcional
puede dar resistencia frente a trimetoprima. La transformacion con cualquier gen de dhfr modificado dio como
resultado la formacion de colonias de E. coli, a partir de las cuales se pudo aislar el plasmido que contiene el gen.
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Esto muestra que las eficacias de traduccién modificadas, descritas, de los ARNm de dhfr, asi como la eliminacion
de todos los ATGs del marco de lectura abierto de dhfr, dan como resultado la produccién de proteina dhfr funcional.

Los genes de dhfr mutados se incorporan en una unidad de transcripcion multicistrénica de la invencion, y se usan
para la seleccion con metotrexato en células hospedantes eucariotas.

Ejemplo 20: Ensayo de constructos de zeocina y blasticidina con eficacias de traduccion diferenciales en
células PER.C6.

Se ensayaron en la linea celular PER.C6 diversos gentes de zeocina y de blasticidina con codones de inicio
mutados, todos clonados en direccion 5 del gen de d2EGFP.

Resultados

Las modificaciones del gen de resistencia GTG Zeocina y GTGspace Zeocina (véase también el Ejemplo 14; Fig. 41)
y las modificaciones del gen de resistencia GTG Blasticidina y TTG Blasticidina (véase también el Ejemplo 11; Fig.
42), todos clonados en direccion 5’ del gen d2EGFP, se transfectaron a células PER.C6. Como se muestra en la Fig.
41, la transfeccion con el gen tanto de GTG Zeocina como de GTGspace Zeocina dio como resultado colonias que
expresaron d2EGFP. La sefial media de fluorescencia de d2EGFP de 20 colonias GTG Zeo fue 63,8, mientras que
la sefial media de d2EGFP de 20 colonias GTGspace Zeo fue 185, demostrando que también en células PER.C6 el
GTGspace Zeo tiene una restriccion de traduccion mayor que el ARNm de GTG Zeo.

Como se muestra en la Fig. 42, la transfeccion con el gen tanto GTG Blasticidina como TTG Blasticidina dio como
resultado colonias que expresaron d2EGFP. La sefial media de fluorescencia de d2EGFP de 20 colonias GTG
Blasticidina fue 71,4, mientras que la sefial media de d2EGFP de 20 colonias TTG Blasticidina fue 135, demostrando
que también en células PER.C6 el TTG Blasticidina tiene una restriccion de traduccion mayor que el ARNm de GTG
Blasticidina.

Este ejemplo demuestra que el sistema de seleccion de la invencion también se puede usar en otras células
distintas de las células CHO.

Ejemplo 21: Ensayo de la adicion de una senal de pausa transcripcional a un constructo TTG Zeocina-
d2EGFP.

Se piensa que una secuencia de Pausa de la TRAnscripcion (TRAP) evita, al menos en parte, la formacion de ARN
antisentido, o, al menos en parte, evita que entre la transcripcion en dicha unidad de expresion proteica (véase el
documento WO 2004/055215). Una secuencia TRAP se define funcionalmente como una secuencia que, cuando se
coloca en una unidad de transcripcion, da como resultado un nivel reducido de transcripcion del acido nucleico
presente en el lado 3’ de la TRAP, cuando se compara con el nivel de transcripcién observado en el acido nucleico
en el lado 5’ de la TRAP, y los ejemplos no limitantes de secuencias TRAP son las sefiales de terminacion de la
transcripcioén. A fin de que funcione para evitar o disminuir que la transcripcién entre en la unidad de transcripcién, la
TRAP se ha de colocar en direccion 5 de un promotor que dirige la expresion de la unidad de transcripcion, y la
TRAP deberia estar en una direccion 5" a 3'. A fin de evitar al menos en parte la formacién de ARN antisentido, la
TRAP deberia estar localizada en direccion 3' del marco de lectura abierto en una unidad de transcripcion, y
presente en una direccion 3’ a 5’ (esto es, en una orientacion opuesta a la de la orientacion normal de una secuencia
de terminacién de la transcripcién que esta presente habitualmente detras del marco de lectura abierto en una
unidad de transcripcion). Se prefiere una combinacion de una TRAP en direccidon 5’ del promotor en una orientacion
5" a 3’ y una TRAP en direccién 3’ del marco de lectura abierto en una orientacién 3’ a 5. La adiciéon de una
secuencia TRAP a un elemento STAR mejora los efectos de los elementos STAR sobre la expresion transgénica
(véase el documento WO 2004/055215). Aqui, se ensayaron los efectos de la secuencia TRAP en el contexto del
gen de resistencia a TTG Zeo.

Resultados

El casete TTG Zeocina-d2EGFP, que estaba flanqueado con elementos STAR7 (Fig. 43), se modific6 mediante
adicion de la secuencia TRAP SPA/pause (véase el documento WO 2004/055215); SEQ. ID. NO. 142), ambos en
direccion 5’ del 5 STAR7 (en direccion 5 a 3’) y en direccion 3’ del 3 STAR 7 (en direccion 3’ a 5°) (Fig. 43). Los
vectores que contienen tanto STAR 7/7 como TRAP-STAR 7/7-TRAP se transfectaron a CHO-K.1. Se aislaron
colonias estables, y se midieron las intensidades de fluorescencia de d2EGFP. Como se muestra en la Fig. 43, la
sefial media de fluorescencia de d2EGFP de 23 colonias TTG Zeo STAR 7/7 fue 455,1, mientras que la sefial media
de fluorescencia de d2EGFP de 23 colonias TTG Zeo TRAP-STAR 7/7-TRAP fue 642,3. La sefial media de
fluorescencia de d2EGFP en las 5 colonias TTG Zeo STAR 7/7 mas elevadas fue 705,1, mientras que la sefal
media de fluorescencia de d2EGFP de 5 colonias TTG Zeo TRAP-STAR 7/7-TRAP fue 784,7.

Este resultado indica que la adicion de las TRAPs no potencia la sefal de fluorescencia de d2EGFP en las colonias
mas elevadas, sino que hay una elevacion significativa en el nimero de colonias de expresion elevada. Mientras que
s6lo 5 colonias TTG Zeo STAR 7/7 tuvieron una sefal de d2EGFP por encima de 600, 17 colonias TTG Zeo TRAP-
STAR 7/7-TRAP tuvieron una sefial de fluorescencia de d2EGFP por encima de 600.
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En el experimento, se transfectaron 3 ug de ADN de cada plasmido. Sin embargo, mientras que la eficacia de la
transfeccién fue similar, el nimero total de colonias con el plasmido TTG Zeo STAR 7/7 fue 62, mientras que el
numero total de colonias con el plasmido TTG Zeo TRAP-STAR 7/7-TRAP fue 116, casi el doble.

Se concluye que la adicion de elementos TRAP a los plasmidos que contienen STAR con codones de traduccion del
gen de resistencia a zeocina modificado da como resultado un nimero global de colonias significativamente mayor,
y que hay mas colonias con los niveles de expresion mas elevados.

Ejemplo 22: Dependencia de la expresion con el nimero de copias.

Se analizaron los niveles de expresion del anticuerpo EpCAM con relacion al nUmero de copias de ADN de EpCAM
integrado.

Resultados

El constructo que se ensay6 fue TTG-Zeo-Cadena Ligera (LC)-TTG-Blas-Cadena Pesada (HC), estando ambas
unidades de expresion bajo el control de promotor de CMV (véase la Fig. 44). Este constructo contenia STAR 7 y 67
(véase la Fig. 44). Las condiciones de seleccion fueron tales que con 200 ug/ml de zeocina y 20 pg/ml de blasticidina
en el medio de cultivo no sobrevivieron colonias de control (no STARS), y sélo sobrevivieron colonias STAR 7/67/7.

Se aislo ADN cuando las colonias tuvieron 60 dias bajo presion de seleccion con zeocina y blasticidina (véase la Fig.
44). Se calculo el valor de R?, y se mostro. En todo el intervalo de 5 a 40 pg/célula/dia de EpCAM, hubo un grado
elevado de dependencia del nimero de copias, como se sefala mediante un R? relativamente elevado de 0,5978
(Fig. 44). Los datos muestran que, en el nuevo sistema de seleccion, en colonias que contienen constructos TTG
Zeo-TTG Blas EpCAM STAR 7/67/7, hay una expresion de EpCAM dependiente del nimero de copias.

Ejemplo 23: Induccién de una mayor expresion de EpCAM debido a metotrexato

Se analizaron los niveles de expresion del anticuerpo EpCAM tras incubar los clones con metotrexato (MTX). El
objetivo de este experimento fue determinar si la amplificaciéon de un constructo que contiene STAR daria como
resultado una mayor expresion de EpCAM. MTX actia mediante la inhibicién del producto génico de dhfr. Aunque se
han descrito algunas cepas de CHO que son deficientes en dhfr, CHO-K1 es dhfr*. Por lo tanto, deben existir
concentraciones relativamente elevadas de MTX en el medio de cultivo para seleccionar la amplificacion mediante
concentraciones aumentadas de MTX en células CHO-K1.

Resultados

El constructo que se ensay6 fue TTG-Zeo-Cadena Pesada (HC)-TTG-Blas-Cadena Ligera (LC), estando ambas
unidades de expresion bajo el control del promotor de CMV. En direccién 5 de cada promotor de CMV, se coloco
STARG67, y se us6 STARY para flanquear todo el casete (véase también el Ejemplo 13, Fig. 22 para tal constructo).
Este constructo se modificé adicionalmente colocando un casete SV40-dhfr (un gen de dhfr de ratén bajo el control
de un promotor de SV40) entre los casetes HC y LC, en direcciéon 5" del segundo STARG7 (Fig. 45). Se transfectaron
células CHO-K1. La seleccion se realizé con 100 ug/ml de zeocina y 10 ug/ml de blasticidina en el medio de cultivo.
Ninguna de las colonias de control (sin elementos STAR) sobrevivieron, y sélo sobrevivieron las colonias con
constructos que contienen los STAR. Las colonias se aislaron y se propagaron antes de medir los niveles de
expresion de EpCAM. Seis colonias que produjeron entre 20 y 35 pg/célula/dia se transfirieron a medio que contiene
100 nM de MTX. Esta concentracion se elevo hasta 500 nM, 1000 nM y finalmente hasta 2000 nM, con periodos de
dos semanas entre cada etapa. Después de dos semanas en 2000 nM de MTX, se midieron las concentraciones de
EpCAM. Como se muestra en la Fig. 45, cuatro colonias mostraron una produccion aumentada de EpCAM. Colonia
13: de 22 a 30; colonia 14: de 28 a 42; colonia 17: de 20 a 67; y colonia 19: de 37 a 67 pg/célula/dia. Las colonias 4
y 16 no mostraron expresion potenciada de EpCAM. Se concluye que la adicion de metotrexato al medio de cultivo
de colonias CHO-K1 creadas con el sistema de seleccion de la invencién puede dar como resultado una expresion
potenciada de la proteina. Por tanto, los elementos STAR y el método de seleccidon de la invencion se pueden
combinar con y son compatibles con la potenciacion de los niveles de expresion proteica inducida por MTX.

Ejemplo 24: La seleccion TTG-Zeo opera en el contexto de diferentes promotores

Se analizaron los niveles de expresion de d2EGFP en el contexto del marcador de seleccion TTG Zeo y diferentes
promotores. Se compard la accién de elementos STAR en el contexto del potenciador/promotor de CMV, el
potenciador/promotor de SV40 y el potenciador de CMV/promotor de p-actina.

Resultados

En la Fig. 46 se indican los promotores que se ensayaron en el contexto del marcador de seleccion TTG-Zeo. Los
plasmidos ensayados consistieron en los constructos de control indicados con tres promotores diferentes y los
constructos STAR que estuvieron flanqueados con STAR 7 y STAR 67 en el extremo 5’y STAR 7 en el extremo 3'.
Los constructos se transfectaron a célula CHO-K1, y la seleccion se llevé a cabo con 200 pg/ml en el medio de
cultivo. Se aislaron y propagaron hasta 23 colonias independientes antes del analisis de los niveles de expresion de
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d2EGFP. Como se muestra en la Fig. 46, la incorporacion de elementos STAR en constructos con el
potenciador/promotor de CMV, el potenciador/promotor de SV40 o el potenciador de CMV/promotor de B-actina dio
como resultado en todos ellos la formacion de colonias con niveles de expresion de d2EGFP mayores que con los
constructos de control correspondientes. Esto muestra que el sistema de seleccion de la invencion, en combinacion
con elementos STAR, opera bien en el contexto de diferentes promotores. Un analisis posterior demostré que la
media de los valores de d2EGFP dirigida por CMV fue significativamente mayor que la media de los valores de
d2EGFP dirigida por SV40 (p<0,05). Por el contrario, la media de los valores de d2EGFP dirigida por CMV no fue
significativamente diferente de los valores de d2EGFP dirigida por CMV/B-actina (p=0,2).

Ejemplo 25: Comparacion de diferentes elementos STAR en el sistema de seleccion TTG-Zeo.

Se analizaron los niveles de expresion de d2EGFP en el contexto del marcador de selecciéon TTG Zeo con el
promotor de CMV y 53 elementos STAR diferentes, para obtener una comprension mas profunda de qué elementos
STAR dan los mejores resultados en este contexto.

Resultados

Se clonaron 53 elementos STAR en direccion 5’ y en direccion 3’ del casete promotor de CMV-TTG Zeo-d2EGFP.
Los siguientes elementos STAR se ensayaron en tales constructos: STAR2-12, 14, 15, 17-20, 26-34, 36, 37, 39,
40,42-49, 51, 52, 54, 55, 57-62, 64, 65, 67. Los constructos se transfectaron a células CHO-K1, y la seleccion se
llevé a cabo con 200 ug/ml de zeocina en el medio de cultivo. Se aislaron y se propagaron hasta 24 colonias
independientes antes del analisis de los niveles de expresion de d2EGFP. La incorporacion de elementos STAR en
los constructos dio como resultado diferentes grados de expresion potenciada de d2EGFP, en comparacioén con el
control. La incorporacion de elementos STAR 14, 18 y 55 en este experimento no dio como resultado un incremento
de la expresion media de d2EGFP con respecto al control (sin elemento STAR). Aunque algunos constructos (con
elementos STAR 2, 3, 10, 42, 48 y 49) en este experimento dieron lugar a solamente unas pocas colonias, todos los
elementos STAR ensayados, excepto 14, 18 y 55, dieron como resultado niveles medios de expresion de d2EGFP
mayores que para el control. Se deberia sefialar que algunos elementos STAR pueden actuar de una manera mas
especifica del tipo celular, y que es muy posible que STAR 14, 18 y 55 funcionen mejor en otros tipos celulares, con
otros promotores, otros marcadores de seleccion, o en diferente contexto o configuracién que en el conjunto
particular de condiciones ensayadas aqui. La adicion de 10 elementos STAR, a saber, elementos STAR 7, 9, 17, 27,
29, 43, 44, 45, 47 y 61, indujo niveles medios de expresion de d2EGFP mayores de 5 veces el nivel medio de
expresion de d2EGFP del control. Se retransformo el control y los 7 constructos con elementos STAR, y se repitio el
experimento. Los resultados se muestran en la Fig. 47. La incorporacion de elementos STAR en los constructos dio
como resultado diferentes grados de expresion potenciada de d2EGFP, segun se compara con el control (Fig. 47).
El nivel medio de expresion de d2EGFP en colonias transfectadas con el constructo de control fue 29. Las medias
de los niveles de expresion de d2EGFP en colonias con los 7 constructos STAR diferentes oscil6 entre 151 (STAR
67)y 297 (STAR 29). Esto es un factor de 5 a 10 veces mayor que la media en las colonias de control.

Se concluye que a) la inmensa mayoria de elementos STAR tiene un efecto positivo sobre los niveles de expresion
génica, b) hay una variacion en el grado de efectos positivos inducidos por los diferentes elementos STAR, y c) 10
de 53 elementos STAR ensayados indujeron niveles medios de expresion de d2EGFP de mas de 5 veces, en
comparacion con el control, y que los elementos STAR pueden inducir un nivel medio de expresion de d2EGFP de
10 veces mayor, en comparacion con el control.

Ejemplo 26: Otros elementos de control de cromatina en el contexto de un sistema de seleccion de la
invencion

Se ha dado a conocer que los elementos de ADN tales como el sitio hipersensible HS4 en la regién de control del
locus del locus de B-globina de pollo (Chung et al, 1997), las regiones de unién de la matriz (MAR) (Stief et al, 1989)
y un elemento de apertura de cromatina ubicuo (UCOE) (Williams et al, 2005) tienen efectos beneficiosos sobre la
expresion génica cuando se incorporan en un vector estos elementos de ADN. Se combinaron estos elementos de
ADN con el sistema de seleccion de la invencion.

Resultados

El elemento HS4 de 1,25 kb se clond en el casete que engloba el promotor de CMV, TTG Zeo y d2EGFP mediante
una etapa de ligacion de tres vias, para obtener un constructo con un tandem de 2 elementos HS4 (Chung et al,
1997). Esta etapa se realizo tanto para el 5 como para el 3’ del casete que engloba el promotor de CMV, TTG Zeo y
d2EGFP. La MAR de lisozima de pollo de una longitud de 2959 pb (Stief et al, 1989) se clon6 5’ y 3’ del casete que
engloba el promotor de CMV, TTG Zeo y d2EGFP.

El UCOE de 2614 pb de longitud (Williams et al, 2005) fue un fragmento Notl-Kpnl, cortado de un clon de BAC
humano (RP11-93D5), que corresponde al nucleotido 29449 a 32063. Este fragmento se clond 5’ del promotor de
CMV.

El constructo STAR contenia STAR7 y STARG67 5 del promotor de CMV, y STAR7 3’ del casete. Estos cuatro
constructos, asi como el constructo de control sin elementos de ADN de control de cromatina flanqueantes, se
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transfectaron a células CHO-K1. La seleccion se llevd a cabo mediante 200 pg/ml de zeocina en el medio de cultivo.
Las colonias se aislaron, se propagaron, y se midieron los niveles de expresion de d2EGFP. Como se muestra en la
Fig. 48, los constructos con todos los elementos de ADN dieron como resultado la formacion de colonias que
expresan d2EGFP. Sin embargo, la incorporacién de 2x elementos HS4 y el UCOE no dio como resultado la
formacion de colonias que presentaron mayores niveles de expresion de d2EGFP, en comparacion con las colonias
de control. Por el contrario, la incorporacion de la MAR de lisozima dio como resultado la formacién de colonias que
expresaron d2EGFP de forma significativamente mayor. El nivel medio de expresion inducido por constructos que
contienen MAR fue cuatro veces mayor que en las colonias de control. Sin embargo, los mejores resultados se
obtuvieron incorporando STAR 7 y 67 en el constructo. Se observé un incremento de casi diez veces en el nivel
medio de expresion de d2EGFP, en comparacion con las colonias de control. Se concluye que se pueden usar otros
elementos de ADN de control de cromatina, tales como MARs en el contexto del sistema de selecciéon de la
invencion. Sin embargo, los mejores resultados se obtuvieron cuando se usaron elementos STAR como elementos
de control de cromatina.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
Fig. 1. Diagrama esquematico de unidades de transcripcion sin y con elementos STAR.

A) Gen bicistréonico que contiene (de 5 a 3’) un transgén (que codifica por ejemplo el gen de
d2EGFP), un IRES, un marcador seleccionable (zeo, que confiere resistencia a zeocina) bajo el
control del promotor de CMV. La unidad de expresion tiene el terminador transcripcional de SV40
en su extremo 3’ (t). El nombre de constructo es CMV-d2EGFP-ires-Zeo (Control de CMV).

B) Constructo como en A, pero ahora STAR 67 se clond en direccion 5’ del promotor de CMV. El
nombre del constructo es STAR67-CMV-d2EGFP-ires-Zeo (CMV-STARG7).

C) Constructo como en B, pero los elementos STAR7 en direccion 5 y en direccion 3’ se clonan
para flanquear todo el constructo. El nombre de constructo es STAR7-STAR67-CMV-d2EGFP-ires-
Zeo-STAR7 (CMV-STARG67 7/7).

Fig. 2. STAR6G7 mejora en la expresion de d2EGFP dirigida por CMV en células CHO. La media de la sefial
de d2EGFP para 10 colonias estables independientes se representa graficamente para los constructos
indicados en células CHO. A) Control de CMV; B) STAR67-CMV. X(10): niveles medios de expresion de
d2EGFP de las 10 colonias. Véase el ejemplo 2 para detalles.

Fig. 3. STAR67 mejora la expresion de d2EGFP dirigida por EF1a en células CHO. Igual que Fig. 2. pero
ahora con el promotor de EF1a. A) Control de EF1a; B) STAR67-EF1a.

Fig. 4. STAR67 mejora la expresion de d2EGFP dirigida por UB6 en células CHO. Igual que Figs. 2 y 3, pero
ahora con el promotor de UB6. A) Control de UB6; B) STAR67-UBS6.

Fig. 5. STAR67 mejora la expresion de d2EGFP dirigida por CMV en células PER.C6. Igual que Fig. 2, pero
ahora en células PER.C6. A) Control de CMV; B) STAR67-CMV.

Fig. 6. STARG7 mejora la expresion de d2EGFP dirigida por EF1a en células PER.C6. Igual que Fig. 3, pero
ahora en células PER.C6. A) Control de EF1a; B) STAR67-EF1a.

Fig. 7. STAR67 mejora la expresion de d2EGFP dirigida por UB6 en células PER.C6. Igual que Fig. 4, pero
ahora en células PER.C6. A) Control de UB6; B) STAR67-UB6.

Fig. 8. STAR67 mejora la expresion de d2EGFP dirigida por SV40 en células CHO-K1 en combinacion con
otro elemento STAR. Similar a Fig. 2, pero usando ahora el promotor de SV40 en células CHO, y los
constructos indicados. La media de la sefal de d2EGFP se representa graficamente para 18-20 colonias
estables e independientes, 60 dias después de la transfeccion. A) Control de SV40, SV40-STARG67, SV40-
STAR7/7; B) Control de SV40 y SV40-STARG7 7/7. Véase el ejemplo 4 para detalles.

Fig. 9. STAR67 mejora los niveles de expresion dirigida por UB6 del anticuerpo EpCAM en células CHO-K1.
Véase el ejemplo 5 para detalles. A) constructos con elementos STAR; B) constructos con STAR67 en
direccion 5’ del promotor y elementos STAR7 flanqueantes. La concentracion de anticuerpo anti-EpCAM se
presenta como pg/célula/dia. X(18): nivel de produccién medio de las 18 colonias.

Fig. 10. STAR67 no es un bloqueador del potenciador, mientras que STAR 6 y 7 si lo son. Véase el ejemplo 6
para detalles.

Fig. 11. STARG67 potencia los niveles de expresion de anticuerpo dirigida por UB6 y CMV en células CHO
establemente transfectadas. Véase el ejemplo 7 para detalles. A) molécula de ADN individual que contiene la
cadena pesada (HC) y la cadena ligera (LC) anti-EpCAM, cada una detras de un promotor, y cada una ligada
a un gen marcador seleccionable diferente (se usé seleccion simultanea para ambos marcadores): constructo
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sin elementos STAR. No se encontraron colonias; B) el mismo constructo con STAR67 entre los dos
promotores. La concentracion de anticuerpo anti-EpCAM se presenta como pg/célula/dia. X(19): nivel de
produccién medio de las 19 colonias.

Fig. 12. Representacion esquematica del uso de un gen marcador de seleccion (gen de resistencia a zeocina)
segun la invencion. A. gen de resistencia a zeocina de tipo salvaje, que tiene su sitio de iniciacion de la
traduccion normal (coddén de inicio ATG) y un coddn ATG interno, que codifica metionina. B. gen de
resistencia a zeocina mutante, en el que el ATG interno se ha mutado en un codén para leucina; este mutante
es un gen de resistencia a zeocina funcional. C. igual que B, pero que comprende un sitio de iniciacion de la
traducciéon mutado, en el que el contexto del codén de inicio ATG se ha mutado para disminuir la iniciacion de
la traduccion. D. igual que B, pero que comprende un codoén de inicio mutado (GTG). E. igual que B, pero con
un codon de inicio TTG. Los numeros en las figuras C-E indican esquematicamente una cantidad relativa de
frecuencia de iniciacion (bajo el coddn de inicio) y la frecuencia “mediante barrido” (bajo la secuencia
codificante) mediante los ribosomas, pero so6lo de una manera semicuantitativa, es decir, indican la eficiencia
de la iniciacion de la traduccién comparada entre si, pero los numeros cualitativos pueden diferir
completamente: los nimeros soélo sirven para explicar la invencion. Véase el ejemplo 8 para detalles.

Fig. 13. Representacion esquematica de una unidad de transcripcion multicistronica segun la invencion, con
eficacia de la traduccion interdependiente mas o menos reciproca. La explicacion es igual que para la Fig. 12,
pero ahora se ha colocado un gen de dEGFP (que ejemplifica aqui un gen de interés) en direccion 3’ de la
secuencia codificante del polipéptido marcador seleccionable. El gen de resistencia a zeocina comprende la
mutacion interna Met->Leu (véase Fig. 12B). Véase el ejemplo 9 para detalles.

Fig. 14. Resultados de sistemas de seleccion segun la invencion, con y sin elementos STAR. A. gen de
resistencia a zeocina con codon de inicio ATG en mal contexto (denominado “ATGmut” en el dibujo, pero que
incluye una secuencia espaciadora detras del ATG en el mal contexto, denominado generalmente asi en el
texto como “ATGmut/space”). B. gen de resistencia a zeocina con codoén de inicio GTG. C. gen de resistencia
a zeocina con codon de inicio TTG. La sefial de d2EGFP para colonias independientes se muestra en el gje
vertical. Véase el ejemplo 9 para detalles.

Fig. 15. Resultados del sistema de seleccion segun la invencion en experimento aumentado de escala (A), y
comparacion con el sistema de seleccion segun la técnica anterior usando un IRES (B). La sefial de d2EGFP
para colonias independientes se muestra en el eje vertical. Véase el ejemplo 10 para detalles.

Fig. 16. Resultados del sistema de seleccion con unidad de transcripcion multicistronica segun la invencion,
usando como marcador seleccionable blasticidina. A. gen de resistencia a blasticidina mutado para
comprender un codon de inicio GTG. B. gen de resistencia a blasticidina mutado para comprender un codon
de inicio TTG. El gen de resistencia a blasticidina se habia mutado adicionalmente para eliminar todas las
secuencias ATG internas. La sefial de d2EGFP para colonias independientes se muestra en el eje vertical.
Véase el ejemplo 11 para detalles.

Fig. 17. Estabilidad de la expresion de varios clones con una unidad de transcripcion multicistrénica segun la
invencion (incluye una zeocina con codén de inicio TTG). Habia presion de seleccion (100 ug/ml de zeocina)
durante todo el experimento. La sefial de d2EGFP para colonias independientes se muestra en el eje vertical.
Véase el ejemplo 12 para detalles.

Fig. 18. Igual que Fig. 17, pero la concentracion de zeocina se redujo hasta 20 pg/ml después del
establecimiento de los clones.

Fig. 19. Igual que Fig. 17, pero la zeocina estaba ausente del medio de cultivo después del establecimiento
de los clones.

Fig. 20. Expresion de un anticuerpo (anti-EpCAM) usando el sistema de seleccion sin la unidad de
transcripcion multicistrénica segun la invencion. La cadena pesada (HC) y la cadena ligera (LC) son en este
ejemplo el polipéptido de interés. Cada una de estas esta presente en una unidad de transcripciéon separada,
que estan ambas en una Unica molécula de acido nucleico en este ejemplo. La HC esta precedida por el gen
de resistencia a zeocina que codifica un polipéptido marcador seleccionable, mientras que la LC esta
precedida por el gen de resistencia a blasticidina que codifica un polipéptido marcador seleccionable. Ambos
genes de resistencia se han mutado para comprender un coddn de inicio ATG en un contexto no éptimo
(“mutATG” en la Figura, pero incluyendo una secuencia espaciadora, y por tanto referido generalmente en el
texto como “ATGmut/space”). Cada una de las unidades de transcripcion multicistronicas esta bajo el control
de un promotor de CMV. Los constructos con secuencias STAR como se indican, se compararon con los
constructos sin secuencias STAR. Los niveles de anticuerpo obtenidos cuando estos constructos se
introdujeron en células hospedantes se dan en el eje vertical en pg/célula/dia para diversos clones
independientes. Véase el ejemplo 13 para detalles.

Fig. 21. Igual que Fig. 20, pero ambos genes marcadores de selecciéon se han proporcionado con un codon
de inicio GTG. Véase el ejemplo 13 para detalles.
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Fig. 22. Igual que Fig. 20, pero ambos genes marcadores de selecciéon se han proporcionado con un codon
de inicio TTG. Véase el ejemplo 13 para detalles.

Fig. 23. Estabilidad de la expresion en subclones en ausencia de presion de seleccion (después de
establecer colonias bajo presidon de seleccion, algunas colonias se subclonaron en medio que no contiene
zeocina). Véase el ejemplo 12 para detalles.

Fig. 24. Dependencia de los niveles de expresion con el nUmero de copias de una realizacion de la invencion.
Véase el ejemplo 12 para detalles.

Fig. 25. Igual que Fig. 12, pero para el gen de resistencia a blasticidina. Ninguno de los 4 ATG internos en
este gen estan en marco que codifica una metionina, y por lo tanto se uso6 la redundancia del cédigo genético
para mutar estos ATG sin mutar la secuencia de aminodcidos interna de la proteina codificada.

Fig. 26. Secuencia codificante del gen de resistencia a zeocina de tipo salvaje (SEQ. ID. NO. 108). Los ATG
en negrita codifican metionina. El primer ATG en negrita es el codon de inicio.

Fig. 27. Secuencia codificante del gen de resistencia a blasticidina de tipo salvaje (SEQ. ID. NO. 110). Los
ATG en negrita codifican metionina. El primer ATG es el codén de inicio. Se subrayan otros ATG en la
secuencia: estos ATG internos no codifican metionina, debido a que no estan en el marco.

Fig. 28. Secuencia codificante del gen de resistencia a puromicina de tipo salvaje (SEQ. ID. NO. 112). Los
ATG en negrita codifican metionina. El primer ATG en negrita es el codén de inicio.

Fig. 29. Secuencia codificante del gen de DHFR de ratén de tipo salvaje (SEQ. ID. NO. 114). Los ATG en
negrita codifican metionina. El primer ATG en negrita es el codén de inicio. Se subrayan otros ATG en la
secuencia: estos ATG internos no codifican metionina, debido a que no estan en marco.

Fig. 30. Secuencia codificante del gen de resistencia a higromicina de tipo salvaje (SEQ. ID. NO. 116). Los
ATG en negrita codifican metionina. El primer ATG es el codén de inicio. Se subrayan otros ATG en la
secuencia: estos ATG internos no codifican metionina, debido a que no estan en el marco.

Fig. 31. Secuencia codificante del gen de resistencia a neomicina de tipo salvaje (SEQ. ID. NO. 118). Los
ATG en negrita codifican metionina. El primer ATG es el codén de inicio. Se subrayan otros ATG en la
secuencia: estos ATG internos no codifican metionina, debido a que no estan en el marco.

Fig. 32. Secuencia codificante del gen de glutamina sintasa (GS) humano de tipo salvaje (SEQ. ID. NO. 120).
Los ATG en negrita codifican metionina. El primer ATG es el codon de inicio. Se subrayan otros ATG en la
secuencia: estos ATG internos no codifican metionina, debido a que no estan en el marco.

Fig. 33. Representacion esquematica de algunos genes marcadores de seleccion de resistencia a zeocina
modificados con un codén GTG segun la invencién, que permiten el ajuste fino adicional de la restriccion de
seleccion. Véase el ejemplo 14 para detalles.

Fig. 34. Resultados con sistemas de expresion que contienen los genes marcadores de seleccion de
resistencia a zeocina modificados. Véase el ejemplo 14 para detalles. Los puntos indican puntos de datos
individuales; las lineas indican los niveles medios de expresion; los constructos usados (véase también Fig.
33) se indican en el eje horizontal (la adicién de 7/67/7 al final del nombre del constructo indica la presencia
de secuencias STAR 7 y 67 en direccion 5’ del promotor y STAR7 en direccion 3’ del sitio de terminacion de
la transcripcion), y se representan esquematicamente encima de la grafica; el eje vertical indica la sefial de
d2EGFP.

Fig. 35. Representacion esquematica de algunos genes marcadores de seleccion de resistencia a zeocina
modificados adicionales con un codén de inicio TTG segun la invencién, que permite el ajuste fino adicional
de la restriccion de la seleccion. Véase el ejemplo 15 para detalles.

Fig. 36. Resultados con sistemas de expresion que contienen los genes marcadores de seleccion de
resistencia a zeocina modificados adicionales. Véase el ejemplo 15 para detalles. Los puntos indican puntos
de datos individuales; las lineas indican los niveles medios de expresion; los constructos usados se indican
en el eje horizontal, y se representan esquematicamente encima de la grafica; el eje vertical indica la sefial de
d2EGFP.

Fig. 37. Igual que Fig. 12, pero para el gen de resistencia a puromicina. Los tres ATG internos codifican
metionina (panel A), y estan sustituidos por secuencias CTG que codifican leucina (panel B). véase el
ejemplo 16 para detalles.

Fig. 38. Resultados con constructos de expresion que contienen el gen de resistencia a puromicina con un
codon de inicio TTG y codones ATG no internos. Véase el ejemplo 16 para detalles. Los puntos indican
puntos de datos individuales; las lineas indican los niveles medios de expresion; los constructos usados se
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indican en el eje horizontal, y se representan esquematicamente encima de la grafica; el eje vertical indica la
sefal de d2EGFP.

Fig. 39. Igual que Fig. 12, pero para el gen de resistencia a neomicina. Véase el Ejemplo 17 para detalles. A.
gen de resistencia a neomicina de tipo salvaje; se indican las secuencias ATG; los ATG que codifican
metionina se indican mediante Met encima del ATG. B. gen de resistencia a neomicina sin secuencias ATG, y
con un codon de inicio GTG. C. gen de resistencia a neomicina sin secuencias ATG, y con un codén de inicio
TTG.

Fig. 40. Igual que Fig. 12, pero para el gen dhfr. Véase el Ejemplo 18 para detalles. A. gen dhfr de tipo
salvaje; se indican las secuencias ATG, los ATG que codifican metionina se indican mediante Met encima del
ATG. B. gen dhfr sin secuencias ATG, y con un codén de inicio GTG. C. gen dhfr sin secuencias ATG, y con
un codon de inicio TTG.

Fig. 41. Resultados con constructos de expresion (marcador seleccionable de zeocina) segun la invencién en
células PER.C6. Véase el Ejemplo 20 para detalles. Los puntos indican puntos de datos individuales; las
lineas indican los niveles medios de expresion; los constructos usados se indican en el eje horizontal, y se
representan esquematicamente encima de la grafica; el eje vertical indica la sefial de d2EGFP.

Fig. 42. Resultados con constructos de expresion (marcador seleccionable de blasticidina) segun la invencion
en células PER.C6. Véase el Ejemplo 20 para detalles. Los puntos indican puntos de datos individuales; las
lineas indican los niveles medios de expresion; los constructos usados se indican en el eje horizontal, y se
representan esquematicamente encima de la grafica; el eje vertical indica la sefial de d2EGFP.

Fig. 43. Resultados con constructos de expresion segun la invencidon, que comprenden ademas una
secuencia de pausa de la transcripcion (TRAP). Véase el Ejemplo 21 para detalles. Los puntos indican puntos
de datos individuales; las lineas indican los niveles medios de expresion; los constructos usados se indican
en el eje horizontal, y se representan esquematicamente encima de la grafica; el eje vertical indica la sefial de
d2EGFP.

Fig. 44. Dependencia de la expresion de un anticuerpo con el nimero de copias usando unidades de
transcripcion segun la invencioén. Véase el Ejemplo 22 para detalles.

Fig. 45. Expresion de anticuerpo a partir de colonias que contienen constructos de expresidon segun la
invencion, en las que el nimero de copias de los constructos de expresion esta amplificado mediante
metotrexato. Véase el Ejemplo 23 para detalles. Barras blancas: seleccién con zeocina y blasticidina; barras
negras: seleccién con zeocina, blasticidina y metotrexato (MTX). Los ndmeros de colonias ensayadas se
representan en el eje horizontal.

Fig. 46. Resultados con diferentes promotores. Véase el Ejemplo 24 para detalles. Los puntos indican puntos
de datos individuales; las lineas indican los niveles medios de expresion; los constructos usados se indican
en el eje horizontal, y se representan esquematicamente encima de la grafica; el eje vertical indica la sefial de
d2EGFP.

Fig. 47. Resultados con diferentes elementos STAR. Véase el ejemplo 25 para detalles. Los puntos indican
puntos de datos individuales; las lineas indican los niveles medios de expresion; los constructos usados se
indican en el eje horizontal, y se representan esquematicamente encima de la grafica; el eje vertical indica la
sefial de d2EGFP.

Fig. 48. Resultados con otros elementos de control de cromatina. Véase el Ejemplo 26 para detalles. Los
puntos indican puntos de datos individuales; las lineas indican los niveles medios de expresién; los
constructos usados se indican en el eje horizontal, y se representan esquematicamente encima de la grafica
(los triangulos en negro indican diferentes elementos de control de cromatina ensayados); el eje vertical
indica la sefal de d2EGFP.
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ctggggagcg
ccteeeygtte
ttctgegece
gtcagcattt
cggagggcga
gaactccctc

ctgaggaaag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200

960



gtygcactctg
atteccctcgg
gggcagacac
aacgccageg
agectgecggge
ttggcgtegt
cctagaggtyg
aaaagggctg
tggcagtgga
tttatgtgga
gagtgggtga
caatggagca
aatcagtgtc
gcttagtect
cggcagccegce
gcagccaggt
ggaacagacg
ggtcaccgecg
aaaggggagyg

tcgaggagceg

<210>4
<211>1625
<212> ADN

gcccagatac
gttcctacac
ccagetaget
agagagcacce
tagggggttt
ctgcagccaa
gagggggcgg
gaccaatagg
cceteccecg
agcgagatga
cagacagace
gcggeggggc
atgtcggatt
acceetggeg
agtttctcag
ctgtcaccca
gggggggatt
gggcegetey
agggacagge

gaggggggcy

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica diversa

<223> secuencia de STAR4

<400> 4

ES 2384391 T3

tacacttttce
caccaggacc
gcaagagttg
tttcactcee
ggggttgagt
taaggctacg
gtaggtggaa
tgceceggaag
gggtggtgee
ccggeaggaa
cgtaggccaa
gggaccgega
catgtcaacyg
gcggeggeag
gcageggcag
cceegegegt
caggggctty
gggtcaggcet

ccegeececte

g99cgg

ccacggtctt
ctgggtttca
ttttttttet
ctggaaagyg
99999ag9gg
ctectetyget
gtagaggtgg
aggcggaccee
gg9aggggggg
cctgccccaa
cgggtggect
ctcgggttta
acaacaacag
cggtggcgga
cgceeecgge
tcecrcaggggg
cgacgeecct
gceccctgage

ggcagggect

48

caaaacccge
accacaaaac
tatactectg
ggctgaaggce
agagggaaaa
gcgagtagac
cgcggtatet
ageggtetgt
atgatgggtc
tgggctgcay
taagtgtett
atgagactcc
ggggacacaa
ggcgacggcea
aggcgeggtg
aggagactqgqg
cccacaggec
gtgacggtag

ctagggcaag

agaccaggag
cgggeccattt
tggcacctgg
agggaccttt
ggcctegtea
ccaatccttt
aggagagaga
tgattggtat
gaggggtgtg
agtggttagt
tggtctecte
attgggctgt
aatggcggog
ctcctccagg
gcggtggege
gcgggaggygyg
tctgegegag
g999cggggg

g999cgggge

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100

2126
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gatctgagtc atgttttaag gggaggattc ttttggctgc tgagttgaga ttaggttgag 60
ggtagtgaag gtaaaggcag tgagaccacg taggggtcat tgcagtaatce caggcetggag 120
atgatggtgg ttcagttgga atagcagtgc atgtgctgta acaacctcag ctgggaagca 180
gtatatgtgg cgttatgacc tcagctggaa cagcaatgca tgtggtggtg taatgaccce 240
agctgggtag ggtgcatgty gtgtaacgac ctcagctggg tagcagtgtg tgtgatgtaa 300
caacctcagc tgggtagcag tgtacttgat aaaatgttgg catactctag atttgttatg 3e0
agggtagtgc cattaaattt ctccacaaat tggttgtcac gtatgagtga aaagaggaag 420
tgatggaaga cttcagtgct tttggcctga ataaatagaa gacgtcattt ccagttaatg 480
gagacaggga agactaaagg tagggtggga ttcagtagag caggtgttca gttttgaata 540
tgatgaactc tgagagagga aaaacttttt ctacctctta gtttttgtga ctggacttaa 600
gaattaaagt gacataagac agagtaacaa gacaaaaata tgcgaggtta tttaatattt 660
ttacttgcag aggggaatct tcaaaagaaa aatgaagacc caaagaagcec attagggtca 720
aaagctcata tgccttttta agtagaaaat gataaatttt aacaatgtga gaagacaaag 780
gtgtttgagec tgagggcaat aaattgtggg acagtgatta agaaatatat gggggaaatg 840
aaatgataag ttattttagt agatttattc ttcatatcta ttttggette aacttccagt 900
ctctagtgat aagaatgttc ttctcttcct ggtacagaga gagcaccttt ctcatgggaa 960
attttatgac cttgctgtaa gtagaaaggg gaagatcgat ctcctgtttc ccagcatcag 1020
gatgcaaaca tttcecteca ttecagttct caaccccatg gotgggcctce atggcattce 1080
agcatcgcta tgagtgcace tttcctgcag getgecctegg gtagetggtg cactgetagg 1140
tcagtctatg tgaccaggag ctgggecctct gggcaatgec agttggcage ccccatcect 1200
ccactgetgg gggcctcecta tccagaaggg cttggtgtge agaacgatgg tgcaccatca 1260
tcattececca cttgccatct ttcaggggac agecagcetge ttigggegceg gcaaaaaaca 1320
cccaactcac tectcocttcag gggecctctgy tctgatgeca ccacaggaca tcocecttgagtg 1380
ctgggcagtc tgaggacagg gaaggagtga tgaccacaaa acaggaatgg cagcagcagt 1440
gacaggagga agtcaaaggc ttgtgtgtcc tggccctget gagggotgge gagggocctg 1500
ggatggcgcet cagtgeetgg tcggctgcaa gaggccagcc ctctgeccat gaggggaget 1560
ggcagtgécc aagctgcact gcecctggtgg tgcatttcct gccccactet ttecttictaa 1620
gatce 1625
<210>5
<211> 1571
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

49



<221> caracteristica diversa

<223> secuencia de STAR5

<400> 5

cacctgattt
acagctcoccac
accetgeqtg
agtgaatcca
tttcctacct
ccaggaagga
gctgaaaact
actttaggtg

ggcccagaca

ccagaatgcec
atgagaaccce
gcttccgagt
atggcaacca
ccaaactgga
gcataaaagg
atgtattect
tgagatgaag
agagacaatt
ccaaacacgt
agatgaataa
tacctcetgg
cataattaat
aaacttgttce
tgtectgagea
gtacgtatgt
cetttgettt

agatctectge
<210>6

<211> 1173
<212> ADN

aaatgatctg
tgtcctgcag
tcctecaactce
tgagatgaca
ccagacaatce
gaagagattg
atagaaatga
ggacttcggg

cagacttcaa

ctcagagtgt
caaaccccaa
ggtgaaaagg
agagcaagac
cacaggtctyg
gagactgaca
gagttttgtg
aaagagtgtc
agcttcatcce
actgagtgcc
aaaccacgce
ctggacacca
aaacacaadgg
tttttagaga
cagctcagtce
aggacctgtg
ggtttgettt

t
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tetggtgage
ggtcegtgag
ctggcacata
aaggctatga
aagggcctig
aggtttacca
tagaacaatt
tatttttatg

aacagttgag

tgtgggaggc
ttggcattaa
aaagtgaaca
cctteccetet
gcagaatgag
tagaatttga
gactggtgtt
caacactttc
attaactcac
taacactecct
aggcaggagt
ggcaatgttg
ttatcttcta
aaaatgtatt
tggtgtgaga
ggagaccagg

ggcgtgggag

tcactgggtce
tgtgggccee
ttgggtggee
tgtagactat
atttgggatt
agggtgcaaa
ttgcaatgaa
gccacagaac

gccagcagge

agcaggcgat
cattgaggtc
tcaaagctcg
cctgtgatgg
gaacccactg
gttagttaaa
caatttgcag
accttggaaa
ttagtcatta
gagacactga
tggaggaagy
gtaaccttct
aacagttectt
tttgaaagag
gcaggaagca
ttgggggaag

gtgctgtgcee

50

tttactcgeca
ttatctattt
ccatccacac
atcatgagcc
gagggagaaa
gtcctggecce
atgcagaaga
atcctcccat

tccaggtaag

tttecetggac
tcaatgtate
gaagacaaga
ggtggetcta
agatttagcg
aataaggcac
cattcttagt
gctcetggaaa
tgcattcatt
gaagtttett
ttctggatge
gcctecaatt
aaaatgagte
ttggttagtyg
gctetgtgtyg
gcecectecte

acaagggaat

tgctgggtee
catcatcata
acggttgtty
agaaccaggc
ggagtagaag
ctgactgtag
ccectgeatca
ttacctgcat

tggtaggatt

ttctgagttt
atggcaggaa
gggtggagtg
tgtgaagcecce
ccaacatcca
aatgcttttc
tgattaaate
agcaaaaggy
catgtaacta
gggaatacaa
caccacgcte
tctgcaaata
aactttgttt
ctaggggaaa
tetggggtgg
atcaagggct

acgggaaata

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

1571



10

15

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica diversa

<223> secuencia de STAR6

<400> 6

tgacccacca
gccaaattaa
tttagagagyg
acaacttgtc
catccatgat
ccacagagat
cacgagcgca
gtgagggtaa
aaacagtccce
tggctgcetgg

ctacacacta

aactcttata
aagtgacaat
accaaaccct
atttttattt
tatatgtgtg
catgeattag
tgtgtgatgt
gagaacgtgt

agcttcatce
<210>7

<211> 2101
<212> ADN

cagacatccce
acgttcactc
gagttaaatg
tgaatgtttt
aaggagtaag
atgctaactg
cagagcaggg
tctgatgcaa
tgtcaagtaa
aaagttttag

gacgctctat

ataatcttat
tttgagagca
atctecaccag
tactttaagt
ccatagtgga
ctatttgtee
tcececteect
ggtatttggt

atgtcectge

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica diversa

<223> secuencia de STAR7

<400> 7
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ctetggecte
tatgtctata
ctgttaactt
acatttctec
acctcccagc
gacttggaga
ccaaggtcce
ttactgtggc
gttgtgcagc
ggggcagaga

gecatttattt

gaaaacggaa
tagctaagaa
agtacacact
tctgggatac
ttgctgcacc
tgatgctecte
gtgtccatgt
tttctgttee

aaaggacacg

ctgagtggtt
gacaaaaagg
tttaggggtyg
ccactgecte
cggactgtcc
ctggctcaca
agggacagaa
agctcaacat
agagatggta
taagaagaca

atttattatc

accctcatat
tagctagtaa
ctettttLtt
atgtgcagaa
tatcaacccg
cctecectee
gttctcactg
tgtgttagtt

atc

51

tecttcageac
gttttgacta
ggcgagaggq
aagaaggttc
ctcggcceccce
ctccagagaa
tgtctaggag
tcaagggagg
agctccaaaa
taagagactt

tcttatttat

acccatttta
gtaaaggage
ttccagtgta
ggtatggttt
tcatctaggt
ccacaccaga
ttcagctcce

tgctgaggat

agcttccaga
aactctgtgt
atgacaaata
acaacgaggt
agaggacact
aagcatggag
ggagattggg
gggaagaaag
tttgaaactt
tgagggttta

tactttgtat

cagatgagaa
tgggacctaa
atttttttta
gttacatagg
ttaagecccca
caggcettgg
acttatgagt

gatggettee

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660

720
780
840
900
960
1020
1080
1140

1173



aggtgggtgg
tcgtetctac
agctactegg
agctgagata
aaaaaaaaaa
ataaattatg
acttagctta
tgaaaacatt
ctccctagac
tatttatatt
aaactggaca
atgattttaa
ttaagatatt
agttttgcag
tttataaata
tgaagtttga
tttagtaggg
gctggettce

gcagtgacca

atcacccgag
taaaaaatac
gaggctgagg
gtgccattgce
aaatcttaga
cagttctaga
actttcataa
ccaatataga
tgtgaagcag
aacaactacc
agtgacagag
aagaatgcetg
ttccagctca
attctgtage
ttaaaatagg
gtttgttcac
agctgctaat
cctctgggac

agaaaatagc
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gtcaggagtt
gaaaaattag
caggagaatc
actcecagecet
ggacaagaat
agaagtaatg
tgcatctgte
atgataataa
aaaccccata
ttatcaggaa
caaaatccaa
ccagagagat
gagatgctat
ttatacaatt
cccaagacct
tttctagtta
gacaggttce
agcctcagag

actaggagaa

caagaccagc
ctggttgtgg
acttgaatct
gggcaacaga
ggctctctea
gggatatagy
tggcctaaga
taatcactte
tttttettag
attcatattg
acacagcetgyg
tcttgcagtg
gaatgtatcce
tggtggtttt
tacaagggca
attatctect
tccaacagag
ctagtgggga

agctggtcca

52

ctggccaaca
tggtgcgtge
gggaggcaga
cggagactct
aacttttgaa
tgcagctcat
cgtggtgage
tgaccecect
ggaagtgget
ttgecetttt
ggatttecect
ttggaggaca
tgagtgcatg
ctttagaaga
ttcatacaaa
gcectgtttgt
tgtggaagaa
aactatgtta

tgagcagctg

tggtaaaace
ttgtaatcce
ggttgcagtg
gtctccaaaa
gaaagaataa
gatgaggaag
tttttatgtc
tteetttect
acgcactttg
atggatygggy
cttttagatg
tatatgacct
gatggacctce
aaataacaca
tgagaggctc
cataaatgcy
ggagatgaca
gcagagtgat

gtgagaaaag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

B840

200

260

1020

1080

1140



gggtggtaat
caattccttce
attttetete
cttgagcaat
agcatcacce
gagtgcttta
ttcttttygac
aaaatttgca
aaaaaagttt
aggaataatt
gttcttattt
catgctaaaa
ggattcatat
ataaaactaa
aaaaccttta
tttattttta

t

catgtatgcc
tgacaataca
agtctcttga
ctcectcaata
agcagaactt
tgtcaccteg
ttgtectecct
caaacttgca
aaatcaagaa
ataataatat
gtgttatttt
taggcatgag
tcagttttcc
cccaatgagg
ttctectttat

ttattattgt

<210>8

<211> 1821

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<220>

<221> caracteristica diversa
<223> secuencia de STAR8
<400> 8
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ctttcctgtt
aaatgttggt
tgttetcteg
gctaaagctt
aggttttttt
tgaaccatcc
acaccacaat
aatagattac
aaatgacctt
tgtgtttaat
aatctcttga
tgtcttatta
atcaccctgg
ggaacagctg
tatgaatcaa

tattatgtee

ttatttttta
tggaacatgg
ggttcactge
ccacaatgca
ctgtectecyg
trtecttagt
aaatcactaa
gagttgaaac
taccttgaga
atttgtatgt
tgttactaac
aatgtgacaa
aaatcatgceg
ttecttagygtyg
atttttecte

agtctcactc

53

ttgggtttce
agcacctgga
ctattgttct
gattttgtga
tttectgace
catctaccta
ttactatgga
ttagagattt
gtagaggcaa
aacatttgaa
tcatttggta
gtgaatagat
gagatgattt
aaaacaaaac
tcagataatt

tgtcgcctaa

ttttgectet
agtctggttc
cagttctaca
tgacaaatte
tttttettet
gcagtecetga
ttcaatccct
caaacttgag
tgtcatttee
taccttcaat
gggaagaaaa
ggcagaaggt
ctgcttgcaa
aaacacgcca
gttttattta

gctggecatga

1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1380
2040
2100

2101
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gagatcacct cgaagagagt ctaacgtccg taggaacgcet ctcgggttca caaggattga 60
ccgaacccca ggatacgtcg ctctcecatcet gaggcttget ccaaatggec ctocactatt 120
ccaggcacgt gggtgtctcc cctaactcete cctgetctee tgagecccatg ctgectatea 180
cccatceggtg caggteccttt ctgaagagct cgggtggatt ctctecatce cacttecttt 240
cccaagaaag aagcecaccegt tccaagacac ccaatgggac attccecttc cacctectte 300
tccaaagttg cccaggtgtt catcacaggt tagggagaga agcccccagg tttcagttac 360
aaggcatagg acgctggcat gaacacacac acacacacac acacacacac acacacacac 420
acacgactcg aagaggtagc cacaagggtc attaaacact tgacgactgt tttccaaaaa 480
cgtyggatgeca gttcatccac gccaaagcca agggtgcaaa gcaaacacgg aatggtggag 540
agattccaga ggctcaccaa accctctcag gaatatttte ctgaccctgg gggcagaggt 600
tggaaacatt gaggacattt cttgggacac acggagaagc tgaccgacca ggcattttec 660
tttccactge aaatgaccta tggoggggge atttcacttt ccectgcaaa tcacctatgg 720
cgaggtacct ccccaagcece ccacccccac ttcecgcgaat cggcatgget cggectctat 780
ccgggtgtca ctccaggtag geottctcaac getctegget caaagaagga caatcacagg 840
tccaagccca aagcccacac ctcttcecttt tgttatacce acagaagtta gagaaaacgc 500
cacactttga gacaaattaa gagtccttta tttaagccgg cggccaaaga gatggctaac 960
gctcaaaatt ctctgggece cgaggaaggg gcttgactaa cttctatacce ttggtttagg 1020
aaggggaggg gaactcaaat gcggtaatt¢ tacagaagta aaaacatgca ggaatcaaaa 1080
gaagcaaatg gttatagaga gataaacagt tttaaaaggc aaatggttac aaaaggcaac 1140
ggtaccaggt gcggggetct aaatccttca tgacacttag atataggtge tatgctggac 1200
acgaactcaa ggctttatgt tgttatctct tcgagaaaaa tcctgggaac ttcatgeact 1260
gtttgtgcca gtatcttate agttgattgg gctcccttga aatgctgagt atctgcttac 13290
acaggtcaac tccttgcgga agggggttgg gtaaggagcce cttcgtgtet cgtaaattaa 1380
ggggtcgatt ggagtttgtc cagcattcec agctacagag agceccttattt acatgagaag 1440
caaggctagg tgattaaaga gaccaacagg gaagattcaa agtagcgact tagagtaaaa 1500
acaaggttag gcatttcact ttcccagaga acgcgcaaac attcaatggg agagaggice 1560
cgagtcgtca aagtcccaga tgtggcgage <coccgggagg aaaaaccgtg tctteocttag 1620
gatgcccgga acaagagcta ggcettccgga gctaggecage catctatgtce cgtgagecgg 1680
cgggagggag accgccggga ggcgaagtgg ggoggggcca tocttottte tgetctgetg 1740
ctgccgggga gctcctgget ggcogtecaag cggcaggagg cegecgtoet gcagggegec 1800
gtagagtttg cggtgcagag t 1821
<210>9
<211>1929

54



<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica diversa

<223> secuencia de STAR9

<400> 9

cacttcctgg
acggaaggga
ccccactggyg
gagggggacc
gaacttcagg
atcccaaagg
cagcttagga
gcaaggatga

aatgcctgtc

gagtggagca
ttgggctaaa
acactggagc
tcagacatca
agtgagagtg
accctccagce
gaggttcacc
ctgccttctce

gccatggecet
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gaggctctgce
ccatggatgg
tgccaccett
cacacatgct
cctagatatt
tttttcacca
ctgaagctga
cacctgacga

tctgtgteca

gtggagcatc
gagctgggaa
tagagcectce
ttcccatgtt
gaatacaagg
gcacctaatg
ggaggaggca
tttcagctgce

caggagagtt

55

catgtgcagt
gggaagggac
ctaaccectac
ttcagaaatc
ctagattggg
cccatcagat
geecggattag
tgeccttttce

tgacccagat

actcettaggt
caacttcagg
accagaggct
tggaaacgta
cttctgtaat
accaaagaca
agttgactga
ttttcectggg

actcatggac

60
120
180
240
300
360
420
480

540



10

caggcaaagyg
gtaaggacce
acgccactge
tgtgaaattc
tacctgagca
caaattccat
ataatattta
gccagatget
tcaggtggta
gctggccgcet
atgccttcte
aactctrctg
gaagacgatg
ccaaagacct
cccatggctc
gctcgtaaga
gctectgggt
cttceceggag
ggcccatgac
tcactatcgg
aatggctcaa
aaagggtttc
gcatgttgca
ggggctcat
<210> 10
<211> 1167
<212> ADN

tgctgttect
agecactcct
attgtactgt
agctccaaag
aaccctttca
ccaggraaga
gtttccttitt
tatattctat
aatgettttt
gtcagacctg
tgaattctga
aaaagaaagt
gatagtacag
ttgttctgcc
ctgatactca
aatgcagcat
gtgcttgggg
gctgcttttce
tggctgcttt
accaggttte
agaactgaga
ttaatgtaaa

ggcatttcct

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica diversa

<223> secuencia de STAR10

<220>

<221> caracteristica diversa

<222> (452)..(1143)
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cccagcccag
gggctgttga
gagataagtc
aactttggaa
cattggcaca
gctgtatcac
gaaaatagat
ttaaatgact
ttttgcagtc
aagttacttce
gaagtaggct
ttcagagcat
ttgccggaaa
caccccagaa
gaatgcagcce
cgtgggacct
cggctgcagg
tgaggggcca
ggtcaggtgt
catggagage
ggccacacat
acgttctctt

gggctgcatc

ggcccaccat
cattggctte
aaggtgggct
attacccatg
agttacaatc
cctgaggtct
ttttgtgtta
atgtttrtet
agaagattcc
taaagggcct
tgacttccecece
tttccaaagc
acactgatgg
atgecectte
tctgaccagg
gctggcacct
ggaagaggga
gaatgcaccg
aaaaaggtgt
tcagecctecec
gtgtgacctg
cctcacagag

aggttgtcat

56

gaagcatgcc
tcttgeecag
caccaggacc
catttaagca
ctgtctcatc
ccecatteat
ctccattatg
atctgtaact
tggaaggcga
ttagaaatga
taagtgtgga
catggtcagc
aggcggatgce
ctcaatcgca
accatctgca
ggtgaaccca
gtcagcagcc
gttgaccttg
ttccagaggyg
agcaaggata
aatagtctct
gggticccag

aagccagagg

tgggagcctg
cattgtagcec
tgcactaaat
aaatgaatga
ctcttgatta
gttttggtca
atgggcagag
gggtrtgtgt
ccagaaatta
attctttttt
gttgggagtc
tgtgggaagg
tccagctcag
gaaacgttge
tcctccagga
aacctgcaqgg
tecctectgac
ttgcatcact
tctgcetoecte
gagaacttca
gctgcaaaac
ctgctagtgg

atcattttty

600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520

1929



10
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<223>nes a, ¢, g, o t en diversas posiciones

<400> 10

aggtcaggag

caaaaattag

caggagaatt
actccagcect
aacaacaaaa
ccttctacag
atctactcca
ctecececagec
aaggagtcct
aagattcatc
gctctattgt
gttatttcta
ttacgtggac
catatgttaa
tgcaacactt
caacacttgt
actctgtcac
tcgggctcaa
caccacacca

ggntgtactc

<210> 11
<211> 1377
<212> ADN

<220>

<400> 11

ttcaagacca

ccgggcgtygg

gtttgaacce
ggtgacagag
atgtttactg
tatacaattc
gaacatttac
cctgccaace
atcatatggg
cacagtgtag
atgcatatcce
ctttttgact
atatgctttc
ctcagtgttt
tacattccca
gattttcttt
ccaggctgga
gcgatactee
agctaatttt

gaactctgac

<213> Homo sapiens

<221> caracteristica diversa

<223> secuencia de STAR11

gcctggecaa

tggggggcge

gggaggtgga
agagactccg
acagctttat
agtggattta
atcacceceta
acgaatctac
ccttttacgt
cacgtgtcag
ctcactttge
attatgagta
aattctectg
catttttttg
ccagcaagat
tatttattta
gtgcagtggc
tgcctcaacc
ttgtattttt

ctcaagt

catggtgaaa ccctgtcect

ctataatcee agctactcag

ggttgcagtyg
tctcaacaac
tgagataaaa
gtatgttcac
aaagaagcte
tntctgtctce
ctaccttett
ttaattcatt
ttatccatte
atgctgctat
agtatgtaac
aagaactacc
atgaaggttc
tttatttatt
acaatttcag
tccecgagtaa

agtagagacg

57

aactgagatc
agacaaacaa
ttcacatgcc
aaagttgtac
tttagcagte
tattetgaat
tcacttagca
tcatcttatg
atcaactgat
gaacattcct
tagggttgga
aaatggtttt
caatgtectet
tatttttgag
ctcactgcaa
ctgggattac

gggtttecatce

acaaaaaata

gatgctgaga

gegecactge
acaaacaaac
ataaaggtca
gttgttcacc
acttctcatt
atttcatata
tcatgttttt
gctggataat
tgacatttgg
gtaccaatcg
gttgetgggt
ccaaagtgga
acatttttgce
atggagtctce
tcteccaccte
aggcgccecac

atgtcggcca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1167
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aggatcactt
aaaaaggaaa
ataagcteca
tcttgtactt
aatctaatta
gaatgtctga
aaggctagtt
gactactctg
attttataca
aaccgctgta

gttcacctga

tcattttgyg

acaggggaaqg
ccgtccacag
tgccagggty
tgagcacaca
atggagacte
tgcagttrtty
ttttagagaa
atttccagca
tgtaaccggt
tacctcagec

ttttctagaa

gagcccagga
aaaatggggg
tcattttaaa
tgtttagtce
aaatggttca
gatgtggatt
atcttcagtg
attaagcttg
tgagtgagcc
acaaccatca

cagttcagtg

ctccaccgac
agagtggagg
acttcaccca
catgggaaat
ggagtctttg
atcttgtaac
attcagatag
gtgtggtttt
tggagcagtt
gtggtcatag
tcccaaaggce

ttctttrtat

<210> 12

<211> 1051

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica diversa
<223> secuencia de STAR12
<400> 12

ES 2384391 T3

gttcaagacc
aaaaaaccct
gtgcaaggcg
tttgtggaaa
actctacatt
taccctatet
acaacccctt
agctagaata
attatgagtt
ccaaatctaa

ttacctaaat

ctccaaggtt
atgcacacgc
cagtccattg
ccatgtgact
ccactagacg
aaacagatga
gaaaggctgt
cagtaagcca
ggcaggtaag
ctcactacat
aagtaaggtt

tcaagggact

agcctgggea
cccagggaca
gtgcctecca
tgceccatctt
ttactttagg
gtagctcact
gctgeectet
agcatgttat
gtttgaaaat
tcgactgaat

ttacatgaag

tcagggccct
ccaggcctgyg
gccttettaa
gtgtgcectg
ctgatgagga
gttgttgaca
taaaatctta
gttectttcca
gtttttgttyg
tctecaaactce
aagaataggg

ctcagatcat

58

acatagcgag
gatatccaca
tgtggatgat
ataaattaat
ataatatcag
tcttecaacca
actatctcct
ccegggattt
ttattatgtt
acatttgacg

acccagaggce

ctgcceegee
aagtgacgca
gtecatggact
gaggaagggyg
ttecececcacag
tetettaagt
acacctaact
caatccaaga
tggtctecgece
ctggccttaa
gdaaggtgaa

caaacccace

aacatgtctc
geccagtcttyg
tatttaatce
agaattctag
gaccatcaca
ttcttttage
ccetcagatyg
catatggaat
gagggagggt
tttatttctt

ccacgctcect

ttctgecaccee
tgtggcttee
cctgctgage
agcgtttcgg
gcgatgaage
ttactttgtg
ggaagaaggyg
aacgaaataa
caggcttgag
gtcatcectee
gtttcacage

cagaatc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
€00

660

720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320

1377
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atcctgettc tgggaagaga gtggcctcce ttgtgcaggt gactttggca ggaccageay 60
aaacccaggt ttectgtcag gaggaagtge tcagcttatc tctgtgaagg gtcgtgataa 120
ggcacgagga ggcaggggct tgccaggatg ttgeoctttet gtgocatatg ggacatctca 180
gcttacqttg ttaagaaata tttggcaaga agatgcacac agaatttctg taacgaatag 240
gatggagttt taagggttac tacgaaaaaa agaaaactac tyggagaagag ggaagccaaa 300
caccaccaag tttgaaatcg attttattgg acgaatgtct cactttaaat ttaaatggag 360
tccaacttce ttttctcacc cagacgtcga gaaggtggca ttcaaaatgt ttacacttgt 420
ttcatctgce tttttgectaa gtcctggtec cctacctecct ttccctcact tcacatttgt 480
cgtttcatcg cacacatatg ctcatcttta tatttacata tatataattt ttatatatgg 540
cttgtgaaat atgccagacg agggatgaaa tagtcctgaa aacagctgga aaattatgca 600
acagtgggga gattgggcac atgtacattc tgtactgcaa agttgcacaa cagaccaagt 660
ttgttataag tgaggctggg tggtttttat tttttctcecta ggacaacage ttgectggtg 720
gagtaggcct cctgcagaag gcattttctt aggagectca acttcocccaa gaagaggaga 780
gggcgagact ggagttgtgc tggcagcaca gagacaaggg ggcacggcag gactgcagcce 840
tgcagagggg ctggagaagc ggaggctgge acccagtggce cagcgaggcoce caggtcocaag 900
tccagcgagg tcgaggtcta gagtacagca aggccaaggt ccaaggtcag tgagtctaag 960
gtccatggtc agtgaggetg agacccaggg tccaatgagg ccaaggtcca gagtccagta 1020
aggccgagat ccagggtcca gggaggtcaa g 1051

<210> 13

<211> 1291

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica diversa
<223> secuencia de STAR13
<400> 13

59



agccactgag
gctectgttec
gtggtggaac
atgecgctga
tgetttggga
ctggceectg
gcegetteec
ccagcggaga
tgtccacgat
gctcaaagat
ggccaaagag
actcgccaca
taaacaagat
ggtgcgtgyce
acggctccat
catctccact
tgggggcact
tgcagaccca
ctetacctet
aacatgacgce
tgtcctetice

ctgggccaaa

<210> 14
<211> 711
<212> ADN

gtcctaactg
ccacagagca
ggtggatgte
cccagggctyg
ggagagtgaa
gtcccecgggce
cttggcccgg
gtcgtcattg
gcccactgtg
gttgttgage
gaggcgcgceg
gtcacgggcc
gatgcecttg
tgtctgttec
aaacctgcca
ggctcettge
atgggctggg
tccaggccac
tcccgaagga
caaaaggaca
ccgaggettt

agcattaagg

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica diversa

<223> secuencia de STAR14

<400> 14

ES 2384391 T3

cagccaaggg
aacgcacatg
tgcactgtga
gggaagggga
catcacaqgqg
tccttctgge
gtgatggcecg
ccgggtacag
gggatgttca
gtgtgcagga
ttggtcagca
atgttctcaa
cggtaggcca
aggtcgatga
gagaccceac
aggaacacag
aagcacaatt
ccctetgeat
atcctaatag
ttctgeceoeg
gcggatgagg

gatcagggca

gccgttotge
gcaacgttgg
catcagctga
étcccagctc
aatggctcat
cctgcaggeyg
tctggaagag
ggtaggtgat
tcttggetge
agatgatgag
tgcegococt
tcaggtacga
tgtgggcggt
tgtcgtggte
caaggcaagy
acgcccacca
tgcaacgctc
geccteogtete
aactgaccee
tgeagetcac

cccctetggg

g

60

acatgteget
tcegetcage
gtaagtaaca
agécaggctt
gtcagccccea
atagagagcc
cctgcagtag
gaggcagggy
gtctctcacg
gtccggcagg
gaagtagcga
gaactgccgg
gaagttcaag
caggcggctce
gggatgagag
gggactceeg
ccegtgtgea
gtggcttaac
atatggatgt
agggcagccg

gttggactta

caccctctgt
cactggttct
acgactgagg
ggctgtggtt
gg9agggtggg
tcaacctgcet
aggtgcacag
ttgcagttgg
gccacgtgtyg
cggaccgtgyg
gtgtgggcgt
ttgeggctta
gccagetgga
ccaaagatgt
ttcacggagc
ggctectcty
tggacagcag
ccctectace
gtggacatcc

cctccgtcac

gcggggtgct

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

1020
1080
1140
1200
1260

1291



ccetggaccea
gtgggtetet
tgctctttece
tttctgcace
cgecteggge
ccttttaatce
gtgctgeect
tgcacgﬁttg
catcaggcce
cttcgccocgaa
ctcatgctgt
ggagtctgct
<210> 15

<211> 1876
<212> ADN

gggteecgtgg
ggcaaggcac
tcttggaget
tggtacaget
gecetgtacgg
ccacttttat
ccttetectyg
tctttgetaa
tgccggtgea
ttttcatgtyg
cttttcteat

ctgcteatge

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica diversa

<223> secuencia de STAR15

<400> 15

ES 2384391 T3

tocttggtggg
tttttgtggce
ggaccctetyg
ggatggccte
cgctcgtgac
tctgtactge
cgtggtcgtg
c€cgggggagg
ccacctttgt
tgtctggtte
tcagaaactg

tgactgggga

cactggcttce
gctgcttgtg
gggcgggtee
ctcaatgceg
tcgetttoee
ttctgaaggg
gtcgtgacct
tctgcagaag
agcecggcetet
cttcteccact
ttctatttet

ggcagagece

61

ttcttgetgg
ctgtgtgecgg
ccegteggect
tcgtegetge
ctecttgegg
cggtgggggt
tggacctgag
gcgaactcct
tggtgggatt
gacceatcac
gceetgatge

tggtccttge

gtgttttcet
gaggggcagyg
ccttgtgtgt
tggagtcgga
tgctggegtt
tgctggettt
gcttctggge
tctggacgece
tcgagagtga
atttttgggt
tctgctcaaa

t

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

711



gagtccaaga
gaaagggcaa
gcccattccc
tcatgaggct
ttgggggaca
gttctgattt
tccagggceag
cttecctect
aactttette
aatccaagct
cctteectgg
ctgaggtggg
gatgctggge
gggagggaag
caggcctcag

agtgcccaca

cggcccaace
attgtcaagt
tgaagagttt
tcatgtatat
ttagcccttt
ctgcggcagce
tattgacttt
atttccatat
taacattcct
tgatgaatce
gtttagaaat
atttgcttca
gcgetttgtt
cacagcctgt
tttecececag

agttctgcat

tcaaggtgcce
agagagggtg
gagacaatgg
ccacctccca
tgttaaaatt
taagtctagc
gcagctette
tctgtgeect
cctgetggtg
catagacaac
tgtagtcact
ggttgcttcc
cctgaatetg
tggagctggg
actaggcetcea

tgccagecge

caggccatgg
tgatgcttgt
caccaggtta
ttttaaaaat
tccagtttge
tttgccatga
ggaaacaaaa
acaagataca
atgegtggtg
gatttttcca
aattccaaga
gcctcaaaga
tttctaaatg
gtcatagagg
gaatgtctqgg

gtactg
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agcatcttgt
agcaagagaa
cattcatcca
gecoctggttit
atagcacccce
tggcctactt
tctgtccctce
ggggtcctgg
gcccgtaatg
gcggtctcac
ggcatggggg
tggagccagg
accccagtgt
gtgagaagta
gatgacggag

tggggcccag

ctccaaatgce
tttgcagagg
tggaaatttc
aattactgcea
cccgagaata
agtatctcac
gacatcatte
gtaattttce
ttaacatcgt
aaatagccega
acagttttta
gcacgtttat
ggaaaagggt
gttggaggag

gagcccactg

gagggectte
aggggggctyg
ttcactccac
gttggggatt
aaatgttaca
tttettgcac
tgctggeeee
tgggggtgtg
aaagaaagct
agcaggcctg
aatgggattt
ccttgtggaa
tcattggctc
gaggccctgce
agctgcacac

acttgctecea

gtgacagttt
accaaggctt
tttaaaacca
ctcagtagaa
ctgggggcac
ttttattatt
tatttatagc
gtcaatgaaa
tctctaacag
ttctgatgat
cattttattt
gtaaaattaa
taaatttcac
atgactttaa

ccgggtttge

62

ttgttacgte
aactcgtcet
cctcatggcece
aaatttccaa
ctatcttttg
gtgggatgct
acctcecatcct
actgtcaact
tettgetece
gggccagcct
cctgttgece
gggcagtgcc
tgtgagaccc
agggcccacg

ctgcccaacce

gaggygcggag

tgctgttget
tatgaaccta
taccacagtt
taacatgaaa
ttgtggctge
atttttgeat
attatgtttt
atgtcaaatt
ttgttggcceg
tcagacgatt
tcacattgaa
atgagtgctg
tcagctttta
ctgcctgtgg

tgtccgtctce

actcecctage
tgtagaagag
tcaccacctc
cacatgecctt
atgagcggta
ttctgecctgt
ctgttgtect
gcgttggget
aagttcctta
cacgtgagce
tactgtgtgg
cactgcagtg
agtgagggca
tgccagccac
caggccctgc

agctttacac

tcttttagte
ttaccctgtg
ttttcattat
atgttgcctg
aatgtttatc
tgctcgagta
tagtagtggt
ctagaaaatg
aagattecgtt
ctgatgttct
aatcagtcag
gcagccagct
aatgacagcg
ttaggatccc

gtttggactc

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
1680
1740
1800
1860

1876



10

<210> 16
<211> 1282
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica diversa

<223> secuencia de STAR16

ES 2384391 T3

<400> 16
cgecccaccte ggctttccaa agtgectggga ttacaggcat gagtcactgce gcccatcctg 60
attccaagtc tttagataat aacttaactt tttcgaccaa ttgccaatca ggcaatcttt 120
gaatctgcct atgacctagg acatccctct ccctacaagt tgcccegegt ttccagacca ig0
aaccaatgta catcttacat gtattgattg aagttttaca tectccctaaa acatataaaa 240
ccaaéctata gtctgaccac ctcaggcacg tgttctcagg acctccctgg ggctatggcea 300
tgggtectgyg tcoctcagatt tggetcagaa taaatctott caaatatttt ccagaatttt 360
actcttttca tcaccattac ctatcaccca taagtcagag ttttccacaa ccccttcetc 420
agattcagta atttgctaga atggccacca aactcaggaa agtattttac ttacaattac 480
caatttatta tgaagaactc aaatcaggaa tagccaaatg gaagaggcat agggaaaggt 540
atggaggaag gggcacaaag cttccatgce ctgtgtgeac accaccctet cagcatcttce 600
atgtgttcac caactcagaa gctcttcaaa ctttgtcatt taggggttit tatggcagtt 660
ccactatgta gacatggttg ataaatcact ggtcatcggt gatagaactc tgtctccage 720
tcctetetet cteoctecccca gaagtcctga ggtggggetg aaagtttcac aaggttagtt 780
gctctgacaa ccagccccta tcctgaaget attgaggggt cccccaaaag ttaccttagt 840 .
atggttggaa gaggcttatt atgaataaca aaagatgctc ctatttttac cactagggag 900
catatccaag tcttgcggga acaaagcatg ttactggtag caaattcata caggtagata 960
gcaatctcaa ttcttgoctt ctcagaagaa agaatttgac caagggggcea taaggcagag 1020
tgagggacca agataagttt tagagcagga gtgaaagttt attaaaaagt tttaggcagg 1080
aatgaaagaa agtaaagtac atttggaaga gggccaagtyg ggcgacatga gagagtcaaa 1140
caccatgece tgtttgatgt ttggettggg gtcttatatg atgacatget tctgagggtt 1200
gcatccttct cococtgatte ttcecttagg gtgggctgte cgeatgcaca atggectgee 1260
agcagtaggyg aggggccgca tg 1282

<210> 17

<211>793

<212> ADN

63



10

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica diversa

<223> secuencia de STAR17

<400> 17
atccgagggg
agaactgttt
tcttatttat
ggtggactgg
cctegectgece
cgagaaccag
cctgctggge
tccctcaggg
gcacttcatt
tcttctecte
aacaaaaaag
tgaatccaag
caggcteccat

cttgcaaaag

aggaggagaa
taaatggttg
tactttgtca
ggaaacctct
acttaacaat
tgtcttette
tttceggete
acttttcaca
gacagccaca
tgttccttct
agaaaaaaat
aaagcgaccece
cacagggccg

agg
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gaggaaggcg
gcttgaaaat
ggtttectta
gegrttetee
ccctotatta
caggygcagaa
ttetaggegy
ccteccecace
cgagecttet
ctttctcotgt
aaaataaaaa
acatagccect

agagcagcgc

agcagggcge
gtcactagtg
aggagagggt
tcoteggetg
gtaaatctac
gtcacctgtt
cctgatttet
cccattteca
cgttetette
cataatttece
aaacccattce
ccccacecac

cactctggtc

<210> 18

<211>492

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica diversa
<223> secuencia de STAR18
<400> 18

64

cggagcccga
ctaagtggct
gtgttggggg
cacagggtga
gcggagacte
gggaacggcc
cctecagecct
ctacagtcte
teectotgttce
ttggtgettt
tgagccaaag
ggagtgcgec

gtacttttgg

ggtgtctgeg
ttteggattg
tgggggagga
gtaggaaacyg
tatgggaagc
ceeggytecc
ccacceageyg
ccagggcaca
cttctettte
cgccacctta
tattttaaga
aagacgcacc

gtcaagagat

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

783



atctttttge
attacattge
aagaaaatcc
gcggatgcag
ttggacagtc
aagcacccag
gccataaaagq
aatgatggaa
gcaaattatc
<210>19
<211> 1840
<212> ADN

tctctaaatyg
aacattctte
tttgcagaag
ttcgcaaate
tgcecgeattg
tggtaaatce
agtttctgaa
tcatgctcat

ct

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica diversa

<223> secuencia de STAR19

<400> 19

ES 2384391 T3

tattgatggg
cctcaacttce
aaaaaaagct
ctattgecta
cgcatgagac
taacttatta
caaaacatgt

ttcaaaatgg

ttgtgttttt
aaaactgctg
atttteteece
ttcecteatg
tgcctgegea
ttceecttasa
catctttgtg

aggtecacga

65

ttteccacct
aactgaaaca
actgattttg
aacattgtga
aggcaagggt
attccaatgt
gaaaggtgtt

tttgtggeea

gctaataaat
atatgcataa
aatggcactt
aatgaaacct
atggttccca
aacaacgtgg
tttcgtaatt

gctgatgeet

60

120

180

240

300

360

420

480

492



tcacttccetyg
acagggcettt
agattcatta
ggaacattca
ttcacataca
gactcaaagc
cececcagagy
atggcagggt
gaactaatca
atagttettt
gtgtgtgagt
aaatatatag
tatgaattaa
gtaaaattaa
agcaccatga
tatttaatgg
cagggaggtc
ccttagectte

atttttttet

agtgcagtgyg
ccacttcage
ttttgtagag
cgaacctect
gcectgtecte
ttcaaagttc
acatggttca
tcatttggct
ttectagtet
cccaggettt
tcatccagag

cagcccagac

<210> 20
<211> 780

atattttaca
gtgttcagaa
taatataatt
cataacagag
gcattggcaa
acatataaac
ccacagttta
ctaagaaaca
cttacactga
ttccttttag
taattaatga
gcttgtattg
atatcettgt
taatgtaaaa
taaatcaaga
gactttcette
tcattttgtt
ttgagtagct

ttrttttatt

catgatagcg
ctcctgagta
atggggtctc
gacttggcet
tgtgttaaac
ccatagacct
tcagtagcag
tctggggcat
tctttactgg
agttcttagt
tcatgaactt

tctececgeaa
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ttcaaggcta
agactagctc
tttgaatttg
gagacaggtc
tgccccatga
atgttacctc
tgttcaaace
gceccatcata
aaatattgac
tctttcctta
gttagtttta
agctattaaa
atttgcattt
gtttaatttt
gagagactgt
ctgatgtttt
gcccaggetyg
gggactacag

ttttttgtga

gctcactgea
gccaggacta
tccacgttge
cccgaagtgce
ctactccaat
cactgttgct
cattagattg
cacactctct
ttcttcectet
cctcttctgt
aaacctgttt

actgcagact

getttatgea
ttggtttaat
tgttttgaac
aggtggcagc
gcacaaaatt
tgtgactaaa
aaaacttgct
tccttgttta
agaggaggaa
tcagtaaacc
ggcagtgttt
tgtaaattgt
aaaattggca
tacttagaat
ggaaagaagg
gttttgtttit
gacttgaact
gcacacacca

gacaggttct

gcctcaacet
cagttgtgtg
cgaggctggt
tgggattaca
ttgtcttica
aatctaataa
ggctgctcaa
ttgagttact
tectcectgac
tatctattta
ctgtgcagat

gatcctactg

66

tatgcaacct
actetgttgt
gtgatgtcca
ctcaattcct
tgggggaace
agaagtggag
tagggtgcag
ttcatgttac
atggaaagat
aaagatagta
ccactgttgg
ggaatgtcag
ctgaacaaca
gacattaaat
aaaacgtttt
gagagagagg
cctgggctcece
cagtgtctga

ggctctgtta

cctcagcetta
ccaccacace
ctccaactce
ggcttgagcce
tctetacata
taaattatct
trcttettgg
cattcctcat
tccttaatat
cacccaattc

aattcacatt

gtgcagttgc
tgecatcttg
atgggacaat
tgccacectt
atgatgctaa
gtgctgacayg
aaagaaggca
gtccctgecat
agggcaaccce
ttggtaaaat
ggtaagaaca
tgattccaag
aagattaaca
agcaaataaa
tattttagta
gatgtggggg
agctatecctyg
cattttctgg

ctcaggttge

agctactetce
tgtggctaat
tggtctcaag
actgecatcca
aacggctctt
gocttttett
tatattttct
tgatagcttc
tgtttttcte
tttcagagtc

attatatcte

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

1020
1080

1140

1200
1260
1320
1380
1440
1500
15860
1620
le80
1740
18060

1840



10

15

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica diversa

<223> secuencia de STAR20

<400> 20

gatctcaagt
aagctaccaqg
atggacccct
ttaaagcaaa
ttccetteaa
atcteccecctt
tgtttcagct
tgttgcagte
ctgacataga
gcattatttg
aaaaggaaaa
tgcttaatce
aaacaaatag
<210> 21

<211> 607
<212> ADN

ttcaatatca
aaaggctttg
caaacaaaaa
aaactctgtt
tcecteotagge
gagtgaagtg
gggcecccect
tcetttaage
tatttaaatt
tttaacagaa
acaggagtta
aaaataaagc

caatatgaaa

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica diversa

<223> secuencia de STAR21

<400> 21

ES 2384391 T3

tgttttggca
ggaactgtca
cagccaagct
cctgcctcag
ttcgagagtt
cctetecatga
tcacctttga
attctgttga
tettagtget
aaaaagatat
taactaataa
agaaaargaa

gacaaacttg

aaacattcga
acagagctac
tttctgccaa
atgatggcta
ttgacctgce
tacttgatga
agatgccecctce
ccctggatgt
ttagagtttg
atacttaaat
gggaacaaag
gaaaaatgaa

accgggtgty

67

tgctcecaca
agaaaagtca
aaagatgact
tccagaaata
tgaagagcac
ggagagagag
tccaccatgg
tgaattgcca
tgtatattte
cctaaaataa
gacataaaat
atgaagaaca

gtggctgatg

teccttaccta
gtaaagacca
gagaagactg
gaaaaattat
cagattgcac
cttgaaaagc
aaatccaatc
cctgtttget
tattaataaa
aataaccatt
gggataataa
gataaataga

cctgtaatce

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
€60
720

780



gatcaataat
tccattectg
aagaatgttc
aaattaatac
agttaggttc
tcaacaacaa
aaatgattaa
ggcttaggga
aaagcactca
acaaggtcta
ggcgggt

<210> 22

<211> 1380
<212> ADN

ttgtaatagt
ggtataaatc
acagcaaatc
attgtggcac
aaaaggcaag
gcaaaactaa
tataaaaata
gggacctaca

aaatagaaaa

ggccaggeac

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica diversa

<223> secuencia de STAR22

<400> 22

ES 2384391 T3

cagtgaatac
ctagacatat
tctttgtagt
ataatggcat
cctccagata
acatatacaa
ctgcacagtg
gggaactcca
tattttagta

ggtggctcac

aaaggggtat
ttatgcatat
agcaaaaggc
cecttatgeca
atttatatca
atgtcaggga
ataacattta
aagttcatgg
atgttttagc

acctgtaatc

68

atactaaatg
gtacaccaag
caaaaggtct
ataaaaatgg
tataattcca
aaatgatgaa
atgagaaaaa
taagtactaa
tagttaatat

ccagcacttt

ctacagaaat
atatatctgc
atcaacaaga
atgaaattat
tgtacaacat
caaggttaga
aagaaggaag
atacataatce

cttacttaaa

gggaggctga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

607



10

ceccttgtgat
cgceceggceca
aaaatattga
taaaaataaa
gtgaaaaaaa
tgaaaattta
catagttttg
tgaabttatc
ttgaaaacte
tatgataaac
aaaactggca
gttetggeca
tcaaattgtc
cctaaaaact

tgcaaaaatc

tgaagtceca
ggacatgaag
cacaaagaaa
tactgcccéa
tcacagaact
ccaagacaat
ctacaaggct
atagaacaga
<210> 23

<211> 1246
<212> ADN

ccacccgect
cccteccctgt
tttaatgaat
aatcaacaat
taaacaacac
gaaacatcct
gtcattggtt
tcaatagatg
tcaatagact
ccatagccaa
caagacaagg
gagcaatcag
tctgtttgca
ccttaagetg

acaagcattc

ttcacaattg
gacattttca
tggaaaaaca
agtaatttat
agaaaaaaac
cctaagcata
acagtaacca

acagaggcct

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica diversa

<223> secuencia de STAR23

<400> 23

ES 2384391 T3

tggcctecca
atattatttc
tcccagaaac
aaatatatgg
tcctgtcaaa
tctaaagaag
ctgtttatgt
cagacaaggc
aggtattgat
tatcatactg
atgcectcete
gcaggagaaa
gtaaacatga
ataaacaact

ctatacaccg

cttcaaagaa
aggacaacta
tteccatgete
agattcaatg
tattttaaaa
aagaacaaag
aaacagcatg

cggaaataac

aagtgctggy
taagtatact
taggatttta
taaaagtaaa
aaacaacagt
ttctgaataa
gatggattat
cttgataaaa
gaaacatatc
agtgggcaaa
tcaccactce
gaaaaggtat
ttgtatattt
tcagcaaagt

ataatagaca

aataaaatac
aaaaccactg
atggaagaat
ctaacccceat
ctcatatgta
ctggatgceat
gtactggtac

accacacatc

69

attacaggcg
attatgttaa
catgtcacgt
aagaaaaaca
tgtgataaaa
aataaggaat
gtttattgat
gtttttaaca
tcaaaataat
agctggaagce
tattaaatgt
taaaatagga
agaaaacccc

ctcaggatac

gcagagagcc

ttaggaatac
ctcaaggaaa
caatatcatg
caagccacca
gtcaaaaaga
cacgctgact
caaaacagat

tacaacccett

tgagtcacta
aaaaagttta
tttcttatta
aaaacaaaaa
cttaagtgcc
aaaataatca
ttgtgtatgt
ccttttcatg
agaagctatt
attccctttg
agtattggaa
agagaggaag
attgtctcat
aaaatcaatg

aaatcatgag

aactttcacg
tgagagagga
aaaatggcca
ttgactttet
gtcggtatag
tcaaaccata
agatagaccg

tgatcttcaa

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

%00

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320

1380



atcccctcat
atgctcctgg
ggcggcacgc
gggcttcage
cagctagagg
tcaggagcag
agatttctgt
agcaccgctce
ttgatgcaaa
gtccaacatt
ctgttaacta
tatgtatatg
acatataata
attgtcttat
ccatataaat
tctgtgagga
ttgccaaaat
ccectgeccag
aagagatggc
gaaggcaaag

ctgagcacta

ccttcagggce
gagggcagcc
accatgtgca
agccagccac
accttgtgtt
gcaggggctt
tgtgattttg
taacaatgtg
ataaattagt
gcatatgaca
tatttgcaaa
tatatataat
tttatctata
gtgttatcag
atgatcttct
gggaggagaa
gtcaagtttc
ctaatgtgte
attgtcactt
agctcctgct

caccaggaaa

<210> 24

<211> 939

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica diversa
<223> secuencia de STAR24
<400> 24

ES 2384391 T3

agctgageag
agggagcatg
gecegecceca
aaagtctgca
ccacgtgece
ctggcaggcc
agtgatgtgc
tgtgtattct
ttggatttga
caaagaaaag
tatatttgaa
atacatatat
agtaaataca
ctactactac
cattgatggc
aagggaacaa
acatattceg
acagatatct
gtttettgta

ttttccacac

tccctggaga

ggcctegage
gggtctgeag
cctgttgctce
gctgctgtac
agggagcatg
cagctetace
cecctttggtg
gaaaacgaga
aattctattc
aaaaagcttg
tacacttcta
atgttacata
taaatataaa
aaaaatatct
ccagggcaag
ggagaaagtc
agacggaaaa
caggaagctt
gctgaggety
¢gagggactt

gtgtttttect

70

agctggggga
gcatggtcca
tgccteoceogee
atggacaaga
gececacagee
tetgtecttca
acatccaaga
acttctttat
atgtaggcat
cattccttaa
ttatgttaca
taatatactt
gatttgagta
cttccactta
agtgcagtgg
acaaagggaa
tgacatgtcc
aaatgatttt
tgggatgatg
tcaggaatga

tactta

gcctcactta
gggtcctgca
acctggccat
agcccacaag
caaagaccaqg
cacagatggyg
tagttgctga
tctgaaataa
gcacacaaaa
atacaaatat
tataatatta
ctattatgtt
gctgtagaac
tgccagtttg
gtacttattce
aactctggtg
cacagaagga
tttaaaagaa

cagatttctg

ggceagggty

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

1020
1080
1140
1200

1246
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ES 2384391 T3

71

acgaggtcac gagttcgaga ccagcctggc caagatggtg aagccctgte tctactaaaa 60
atacaacaag tagccgggcg cggtgacggg cgcctgtaat cccagetact caggaggetg 120
aagcaggaga atctctagaa cccaggaggc ggaggtgcag tgagctgaga ctgccccget 180
gcactctage ctgggcaaca cagcaagact ctgtctcaaa taaataaata aataaataaa 240
taaataaata aataaataaa tagaaaggga gagttggaag tagatgaaag agaagaaaag 300
aaatcctaga tttcctatct gaaggcacca tgaagatgaa ggccacctcet tctgggecag 360
gtcetecegt tgcaggtgaa ccgagttctg goctccattg gagaccaaaqg gagatgactt 420
tggcctgget cctagtgagg aagccatgec tagtcctgtt ctgtttggge ttgatcectgt 480
atcacttgat tgtctctect ggactttcca tggattccag ggatgcaact gagaagttta 340
tttttaatge acttacttga agtaagagtt attttaaaac attttagcaa aggaaatgaa 600
ttctgacagg ttttgcactg aagacattca catgtgagga aaacaggaaa accactatgc 660
tagaaaaagc aaatgctgtt gaga_ttgtct cacaaacaca aattgcgtgc cagcaggtag 720
gtttgagcet caggttggge acattttacc ttaagcgcac tgttggtgga acttaaggtg 780
actgtaggac ttatatatac atacatacat ataatatata tacatattta tgtgtatata 840
cacacacaca cacacacaca cacacagggt cttgctatct tgcccagggt ggtctccaac 900
tectyggtete aagegatcect ctgoctccec ttcccaaag 939

<210> 25

<211> 1067

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica diversa

<223> secuencia de STAR25

<400> 25

cagcccctect tgtgttttte tttatttctc gtacacacac gcagttttaa gggtgatgtg 60
tgtataatta aaaggaccct tggcccatac tttectaatt ctttagggac tgggattggg 120
tttgactgaa atatgttttg gtgogggatgg gacggtggac ttccattctc cctaaactgyg 180
agttttggtc ggtaatcaaa actaaaagaa acctctggga gactggaaac ctgattggag 240
cactgaggaa caagggaatg aaaaggcaga ctctotgaac gtttgatgaa atggactctt 300
gtgaaaatta acagtgaata ttcactgttg cactgtacga agtctctgaa atgtaattaa 360
aagtttttat tgagccceceg agetitgget tgogegtatt ttteeggtcg cggacatcee 420



10

15

accgcgcaga
ctgcteggtyg
atcgggagcet
atggccgaag
tcgtettegyg
atggtggaca
ggtgggagtyg
ggcgcgeggt
aatcctgage
gctagctact
aaagatagag
<210> 26

<211> 540
<212> ADN

gcectcgecte
acagacgttc
<cggcaggeyg
caagtagcgc
aatctgtgcec
cttttctteca
tttgttggea
gacgtgggtce
cttaggagtc
ccttcctaca

cctttgcaaa

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica diversa

<223> secuencia de STAR26

<400> 26

cccecctgaca
caactcccat
ctgagaatga
tttatggcectt
attgatggac
atatgtgtgc
ctgtaatggyg
cactgctttce

tatttctcca

<210> 27
<211> 1520
<212> ADN

agcceccagtg
ctgtgagtga
tggtttccag
catagtatte
atttgggttg
atgtatacat
atcgctgggt
cacaatggtt

cgtectcecree

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica diversa

ES 2384391 T3

ccegetgece
tactgecttce
gggaggccgyg
caatctaggc
acccggcact
gaagctggtce
ccgaagctca
cgcgttyggy
agggtattca

ggaagcccecyg

ttagagcagg

tgtgatgttc
gaacatgcag
cttcatccat
catggcacat
gttccaagte
ctttatagta
caaatggtat
gaactaattt

agtatctagtt

tcagectecg
aatcggaggce
gccagttaga
agcggctgtg
accatttcga
gecgoecggcea
aatcoccgcega
gcggggcagt
cgcactgata
ttttcactaa

gttttttatt

cccactetgt
tgtttggttt
gtcettgeaa
atgtgccaca
tttgctattg
gcatgattta
ttctagttet
acgctececac

gtttcctgac

72

atgactteee
accecttegeg
tttggaggtt
aggaaaaaag
gggtgaagct
ggtaaagtgg
ggtcaggacyg
¢ggacgaggce
acctgtagcg
aatttcaggt

tttttat

gtccatgcat
tetgteetty
aggaagtgaa
trtttttaat
tgaatagcac
taatcctteg
agatccettga
cageagtgta

tttttaatga

¢gcececgee
ggagcggcca
caacttcaac
gcatgagggg
cctcgacace
acgcagccge
gccgcecaggct
gacccagtca
gaccgggata

ggttgggagg

tctcattgtt
agatagtttg
cttatccttt
ccagtctatc
cacaattaac
ggtatatacc
ggaatcacca
aaagcattcce

tcatcattct

480

540

600

660

720

780

840

9S00

960

1020

1067

60
120
180
240
300
360
420
480

340



<223> secuencia de STAR27

<400> 27
cttggcecte
atccccaatg

aaggaccaaa

atagtgacag
aacagcttaa
gggtgggygcce
taattccecag
agactttctt
gtgcaccgtt
gagggaggtg
gggcacatgg
aacacccetygg
cctttttttt
gcagtggcac
cctcagectce
ttttagtaga
ccteccaaag
atgaagcatt
tgatctgcct
tggcttiitt
gcatacctca
cctceccagt
tettttttet
tcagctcact
gtagctggga
ggatggyggtt
<210> 28

<211> 961
<212> ADN

acaaagccty
ctgggcataa

gttgataaat

aagagatggg
ggagagtcac
atggtagctt
aggcatttat
ccctgtgggt
gggtgtytge
tggtaaagat
gagggctgga
cttttcccac
tttetttett
gatttcggct
ccgagtagct
gacggcgttt
tgctgggatt
cagctggtga
gcctcagect
tgttttgttt
gctecactge
agetgggget
gagaaggagt
gcagccteceg
ttataggcac

tcaccatgtt

<213> Homo sapiens

<220>

ES 2384391 T3

tggccaggga
tgcctgcceat

accaaagaat

aacttctgac
acaggaccga
tececttectt
tcaatgtttt
cgccccagte
ttatgtctga
ggagatgctg
aggataggtt
tgccaagatc
tttctgagat
cactgcaagt
gggactacag
caccatgtta
acaggcgtga
aaaagctcag
cccaaagtge
tgaaacaagg
agcctcgacc
acaagcgcat
ttcattcttg
cctcectgggt

ctgccaccat

acaattagcg
tatgagtaat

ccagagaagqg

aagagttgtg
gctcttgtea
ctcaggttca
cttctagggg
ccecagatgag
tgacagttag
ggtcacatce
actgctagac
cagaaagtcc
ggagtctgge
tcecgectect
gcgccaccac
gccaggatgg
gccaccgegce
ccaggctggt
tgagattaca
tctcactgtt
tcctgggcete
gccaccacgce
ttgcccaggce
tcaagcgatt

gcctggctaa

73

agctgcecttat
gccggtagaa

gagagaacat

aagatgtact
agcecggetgce
gagtgtcagc
catacctgcc
acggtttggyg
ttactcagtc
ctagagaggt
gtagagaagc
ttgtggtttce
tctgtcgeee
aggttcatac
acccagctaa
tcttgatccg
ccggoctget
ctggaactct
ggcatgagcc
gcecaggety
aagcaatcct
ctggctattt
tggagtgcaa
ctecctgectce

tttttttgta

tttgctttgt
gtatgtgttc

tgagtagagg

aggcaggggg
catggaggct
cttgaacttc
ctgctgtgga
tcagggceag
attagtcatt
gtteccagtat
cacatccttt
gctgetttet
aggctggagt
cattctceca
ttttttgtat
cctgecctcag
ttettecttte
tgacctcaag
agtccgaatg
cagtgcagtg
cccaactgag
tttttttttt
tggcacagtc
agcctcccga

tttttagtag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

10BC

1140

1200

1280

1320

1380

1440

1500

1520



10

<221> caracteristica diversa

<223> secuencia de STAR28

<400> 28

aggaggttat
ctgtttacce
cagatgaaat
aggatattca

gggtcectte

aagagagggt
caagtttatt
tcacttatat
attcetggaa
ccatggeatt
tataattagc
tttcagtyggy
tatttattta
acccaggtta
acgccattct
ceggetaatt
c

<210> 29
<211> 2233
<212> ADN

tcctgagcaa
tgagaagggc
agctgatatg
cccactgaat

cacatggaca

tcttagacct
aagaaagtaa
gattaataag
ctgagggtte
tgtaaactgt
atataatgag
gtttggttgg
tttatttatt
gagtgcagtg
gctgcctcag

ttttctattt

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica diversa

<223> secuencia de STAR29

<400> 29

ES 2384391 T3

atggecagece
atttcctaac
ctttctatac
atggctatta

ccccaggtta

catgcaagaa
agaaacaaaa
agatggatta
ctcccacttt
catggcactg
cagtgaggat
ctttttttte
tatatttttt
gcaccatcte
cctecegagt

ttcagtagag

tagtgaactg
tcteectata
aagccatcta
cccaagttat

taaccagaaa

agaacttggg
aaatggctac
ttcatgagtt
tagaccatat
atgggagtgt
gaccagagygt
tttttaacca
atttttttett
ggctcactge
agctgggact

acggggtttce

74

gataaatgce
aaatgccaag
ggactggett
ggtaaatgct

gggttcccaa

gcaagtacat
tccataagca
ttectyggaaa
agggtatctt
cttttagcat
cactteotgtt
caacctgttt
agatggagte
aagctctgcce
acaggtgeccet

accgtgttag

catgtaagat
tggagcacce
tatcatgacc
gtagttaagg

tctagactce

aaagtgaaag
aagttatttc
ggggtgggca
cctgatattg
tctaatgcat
gceatattygg
tttatttatt
ttgctetgte
tccttggtte
gecaccatac

ccaggatggt

60
120
180
2490

300

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

961



agecttggaca
ggccactttt
tgacaggagt
gcagcataga
attcgatgcc
gccagggggt

ccctggaggyg

ggcaccgctce
tggcctgaag
tgcaagcecg
cctggccagg
ctgtagcceecce
gttcccatct
actgcactcc
acaaaaaacce
gacacaccca

cagaccacgt

cttgctgatg
aaatatgtcc
tgactgctct
aggacctaga
ttccecetgac
ggcggataca
tgcacggtct
ggggaagcct
aggaggggag
gcececcacatt
cttccecaget
cacaacctce
gagattcaag
agcctgggca
cacctctgge
ttcatttaca

ggccatggaa

ES 2384391 T3

ccactttgga
cctetgeooca
cacagcaggg
agggecceet
tcaggtggcg
gtggagcatc
cctceogactg
ctggatgagg
gaggaggcca
ctagtccagg
aggatgtggt
ccaggtaggg
agcccaccte
acagagcaag
ccactgccta
tactgctgcg

gccaaaaata

tgttgaaggy
gaagggcccee
ggttccggag
ccaageccay
ctgtectaaa
gtgcccgaag
tctecatcac
ccatgtggtc
gcccctecect
cttggctgtg
atggcagggyg
tggtgaacag
tcggaggtiyg
actctgtcte
actttgtaaa
gctgcttttg

tttactgtct

75

ccgccctcecte
agaggagggyg
ggaccttttc
ctgggcgtgce
ggtgtgtgtyg
tgtctgagcee
gtcaggcctc
atcccecctgg
agccccaagqg
caagaagcag
tgggggacat
taggctggac
cagtgagccyg
aaaaaaacag
taaagtttta
cattaccctt

ggccctttac

ccacaccgct
ctggtgaggg
tccccattgg
agggccagcg
ttttctgtte
cgtggtaagt
acagcctgta
agtcctggcc
cctgecgagge
attgcctgge
tgaggggctg
aagtggacct
agatccctce
aacaacgaca
ttggcacata
gagtagacga

agaagtctge

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

1020



tctagaggga
cggtgcctec
ggtcagggca
accttgagag
ctcagtttce
ccteotgetea
gggcacgggy
aagggatgtc
ctecacactg
tcecectttta
ggtgctggac
tgcgecagee
cggcctecgce
gtcagetgac
ggaaggggcc
ccccaccgee
ttgctgtgag
cagcecgggcea
ctggegtege
ttcacacaga
ccgeecccea
<210> 30
<211> 1851
<212> ADN

gacccegges
acgggectag
agtacctgga
gctcttaacy
ctgcetgtaa
gccattgceag
tgagatgtca
ccatcecccee
ttttgtcagt
ctgaaggaac
gtcgcccaga
atgggcacca
tgctgectgg
ttgtagtcac
tcctgattca
cctggecagg
cgtggceace
ggaccacagyg
ggtgtgactg
accttttcgg

cCccC

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica diversa

<223> secuencia de STAR30

<400> 30

ES 2384391 T3

catggggcag
ttgggtatct
ggaggcaggc
aatgggagac
gtgagggagg
gggcggetct
ccatcagcce
tggctytgtg
ggtttttetg
cteccaaagga
aagcccaggt
gccaggggtyg
ggagggccgt
cctgccecttg
gcctctgegg
gttgaacgcc
tctgecccectag
gctccgagtg
acagcccagg

gaagatggct

gaccactggg
cagtgcctgt
tgttgcecge
aagcaggacce
gcagctgtga
gccecactee
ataggggtgt
gggacagcag
aactgttaaa
agacctgact
actgccacgg
tgtctacgcc
gcctgacact
gatggtcgtt
acggtgegcg
cctgggaagyg
accagagctg
acctcagggc

agcgggggcet

gacatcctgg

76

cgtgggcaga
ttcttgecatg
ccagcactgg
agggeteoceca
aggtgaactyg
tgttgtgeac
cctcetggtg
agtcectggg
tttcagtgga
gtgtctgaga
gcgccggcca
ggccaggggt
gcaggcccgyg
acagcaactc
agggtggage
actcaggcce
ggccttecee
tgcccgaccet
gttgtaattg

agaagatcaa

agggaggcct
gagcaccagg

gacccaggag

ttggctggge
tgaggcagag
ccagagtgaq
ccaggtccce
getgggagyy
aaattctcett
agttccagct
ggggtgtgtc
aggtctccgce
tttgtccgeg
tggtggttgg
tccecteect
gggtctgetg

ggcctaggag

ggaggcccte
ctgtttctce

gaagtaagtc

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220

2233



gggtgcattt
ctgggcatgg
acaaggcaca
ctgaggttgg
tcaccaatag
taggttttec

tattttacta

cagaagaagc
tggggtggaa
cacagactgc
ggctgcaagg
tctatttatc
aaagttttag
aaatcacctg
tgtcattttt
atgaaattgt
ttccagaatg
ttetettttt
ccatttccca
ccacgcgttt
actgccagtc
ctgaatatgt
gtggggccat
ggccttgaaa
aggagctagg
cccagectee
attttgttct
ggggccatgce
aaaagggaat
cacaggttgg

tctgaaatca

<210>31
<211> 1701

ccacccaggg
gagtgctgcet
gaacagcecee
gaaaccctat
ctgcgtgace
ttgttaggtt

gagcctcatt

catctgatct
agggactaac
cttgtccatce
ccaagtacag
tatcatctat
taaatgcaca
ccacctgact
acagtgcttt
accataagca
aagataacct
tttaacaatg
tctcactctt
atcaatttgt
catttggaac
gtgtccccce
taggaggtga
agggacccca
aagggggcect
agaatgtgag
agcagcccaa
atgggtgtac
agtgggcacg
gtggcttaaa

agactcctat

ES 2384391 T3

gacacttggc
gegtctagty
ccacaacaga
tctagagcca
ttggtgagtt
taaatgagtg

gtgttttagt

gggggctica
agccaggagc
aggcatagca
gggacttatt
ctacttattt
aactgcgata
accttaacaa
agtcataaaa
ttttccatga
cattgttttt
caggcagtac
taaggccagce
tgacttactc
cttaaagtga
aaaatttatg
ttaagtcatg
gagagctgcc
cagcagagac
aaatgaattt
acagactaag
gccagaacaa
tgcagtgtgt
taacagaaat

gccatgetec

aatggtggga
ggtagaggce
gaattatcca
acaggctgtg
ccttagctge
aagttataca

tataattaga

cacttagaag
agagggcaca
atggacagag
tctcatatct
atctatctat
taatgaaaat
atgagtggtt
caggtcctct
tgtgactcecea
ttectgatty
caaaaagtat
attttggtga
cttcttitat
aggtttttta
ttgaatccta
aagtcatcag
ttgccecette
caaatgtgat
ctgttgttta
tcagggttgt
aggaagccag
tagtttcctg
tcattctcce

ttctgaaggc

77

gacattgctt
agagatgctce
gcctgaaaat
aagcttgact
tctgtgecte
gagggcetga

aattgggtaa

tgacctcgga
ttggaattgg
gaaggggaat
atctatctat
ttatgcatgt
ggaaattttc
ttcatctcte
attctattgt
ctgtttcatt
taaaaatgct
gaagaagaat
acatccatce
gtaaatatga
ttgttggggt
acgcccaatg
ccctaatgaa
tgccatgtaa
ggtgcctcga
taagtcaccc
tgttttagga
caagtcctga
aggctgctat
atcattctgg

tccaggggag

gttgtcacaa
ctaatatcct
gtecacagtg
catggttcca
ggattcatgg
agtctcatgg

ggtaaggaca

gcaattgtat
ggccagaggg
gactagttat
ctacctaccg
gtaccaaccg
aaaagaagag
cttccaggee
tttatgtcac
ttccattttt
ctgtgctctt
gtaatagttce
gaacaaatct
acatgattta
ttgctatggt
cgattaggag
tgggatttgt
ggacacagtyg
tattggactt
agtctatagt
agtggggaat
aagatactgqg
aacaaagcac
ggaccagacg

g

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

s00

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1851
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<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica diversa

<223> secuencia de STAR31

<220>

<221> caracteristica diversa

<222> (159)..(1696)

<223>nes a, ¢, g, o t en diversas posiciones

<400> 31

caccegectt ggocccccag agtgetggga ttacaagtgt aaaccaccat toctggctag

atttaatttt ttaaaaaata aagagaagta ggaatagttc attttaggga gagcccctta

78

60

120



actgggacag
cccaggactg
ctacagtgga
cttcatgaca
ggcttgececa
tcectgeccag
tgggactcca
tcacactggc
tcccagacaa
ctacctgagg
aacttgcaca
ggacattgaa
ccteettttt
tgtgtggeccc
cacctcagcc
ttttattttt
ctcaagtgat
catgcagcca
ggagacagag
tcgatcactt
ctgttgtatc
tgtgggtggg
ttgagaggct
ctttccagga
gcagctcaga
tacgcacttt
cgnngnnacn
<210> 32
<211> 771
<212> ADN

gggcaggaca
tgtgtcacat
gggtagaggg
atcggcccag
cagtcaccca
gggtccagect
gtagctgtag
tgtcecectgtyg
tgacaatggg
aaggcaggyag
tggtcageee
ccagcaceca
aaaatttaat
aggctgtagt
tctggattag
gtagagagag
ccegeccagy
cccgagggcg
tgaaaccagt
gtcaagatgc
ttgaataaac
gcctcttcca
tagtcagcac
tttttgtgeca
aggcccgtga
agggttcgtt

aannnnttcce

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica diversa

<223> secuencia de STAR32

ES 2384391 T3

ggggtgaggc
tctecaataa
ccgtgggcag
ctgctgtcat
gecggeaagt
gagaatcagg
tgcatggaggy
ggcaggccat
gtggaatcct
catggtggaa
tgccttcetee
aagaattttyg
taattaatta
gecagtggeac
ctgagactac
ggtttcacca
tctgaaagec
cccccaagec
ggtttttatyg
gecctetetrg
getgetgett
tttcecctgac
tgggtagegt
gaaatggttc
aatgtcgggg
ctccagggag

c

ttccecttant
aggaaaggtt
agtgctteat
cccacattct
gtcacccctg
ccecacgttct
catcatggct
cctcaatgcee
ctcecttgtceec
tcctgaagcc
tccctgaact
gggaacggce
attaattttt
aatcatagtt
aggtgcacca
tcttgeccag
cccaggetag
agttcatcte
aacttaactt
gggagaaggg
catcctgtgyg
tragaaacca
tttgacteca
ttttgttgee
gacaggacce

ggcgacctga

79

tcaagctcac
gctgcececeg
ggactgetcea
acttccagct
ggttggaccc
aggcagaggy
gcagcagcct
aggtcaggcce
agaagccact
tgctgtgagg
agattgagcg
tctcatccag
ttttagagac
cactgcagee
ccaccacace
gctggtctea
¢ctecagactyg
ggagtccagg
agagtttaaa
aacgtgactyg
gagccgtgge
cagtccacct
ttcteggett
gtgttagtce
ccagggaggg

cccccgnatce

ctcaaacccea
cctgtgagtg
tcaagaaagg
aggagaaggc
agagctatga
gctcacctac
ggacctggtc
caagcatgta
cctcactgtt
gtctccagcg
agagcaagaa
gtcaggetca
agagtcttac
tcaaactece
cagctaatat
aactcctggg
tggggtttte
cctggccctg
agatttctac
gattccctcea
cectgteoecty
agaacagggt
tettettttt
tecttggaag
aaccccagge

cgtcggngcg

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

1701



10

<400> 32

gatcacacag cttgtatgtg ggagctagga ttggaaccce agaagtctgg ccccaggttce

atgctctcac ccactgcecata caatggcctc tcataaatca atccagtata aaacattaga

atctgettta
atggcattce
gcagctagtt
tcttaaactg
aaaagtgata
ctgcagtatg
ccaggcccta
ttgggttttt
tgaactcagg
ctgaggttgg

acggagcttt
<210> 33

<211> 1368
<212> ADN

aaaccataga
tggaaaaagc
agcaaatatg
gcgctgtttt
catgtctact
ctactatcat
tctcaaaaaa
ttgcattttt

cattcaactyg

tttgtttttt

gctetttttg

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica diversa

<223> secuencia de STAR33

<400> 33

ES 2384391 T3

attagtagcg
ccccagaagg
agaatacagt
tcaaaaactt
tgggaggcety
gcctataaat
ataaaaagta
attatacaca
gaagaacagt
cttttttctt

cccaggcttg

taagtaataa
aattttaaat
tgttcccaga
aaaaacaaaa
aggtgygtggg
agccgctgca
atacatctac
gcacacacag
actaaatcaa
ctettctctt

attgcaatgy

80

atgcagagac
cagctttegt
taatgcttta
tccatgactce
aggatggctt
ttccagcttg
attgaagaaa
cacatatgaa
tgtccatgta
ctcttttctt

cgtgatctca

catgcagtga
ctaatcttga
tgtctgacca
ttttaattat
gagtttgagg
ggcaacatac
attaatttta
aaaatgggta
gtcagcgtga

tttttttgag

9

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

771
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gettttatee
cggtcatgct
tgacaccaaa
acattatgac
gaatgcttta
gtattaccca
gtccatgtaa
gggtgcaggt
tttataagat
ccagggtygy
gaatttcaca
ggtggaatgt
cttgettcag
atggcatagc
tggtcgettce
acccagtggt

tgtgtgtgag

gaggtgtgat
aaagaacaaa
atatttactt
ttaaattaag
ttggtatatt

attggtgtat

<210> 34
<211> 755
<212> ADN

tcecattcaca
gtatagatgt
cctcaggacc
attatgatta
taaaaaccat
tcacatccca
ggagaccaca
gggctgagtc
ttgggtaggt
ggtcacaagyg
aggtaatgtc
catcagttaa
gccatctgga
ttgggctcayg
tattgcaaat
agaatcgaat

tgtgtgtgta

tcttagatte
caacaaatcc
ttcttacata
tttgttttta
tecattttett

tggtcatgtg

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica diversa

<223> secuencia de STAR34

<400> 34
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gctagecctgg
gtgtggcttg
atgttcatgce
tgatgacttg
ggggatgtca
acatcaattc
aaacaggctt
tgaaaagaga
agtggaaaat
tgctcagtgg
atcagttaag
ggcaggaacc
cgtataggtg
aggcctgaca
ctgtgtttat
gtcegaatgt

tgtgtgtgty

taggttcttt
caggacatct
ttaaaaaact
cactgaaaat
aaaattctga

actcatggat

ccecccagagt
gtagtgctaa
cttctcactg
tgagagcctc
ttatattcta
tcatatatgc
tgtttgagca
gtcagtgaag
tacaatcaaa
gagagccttt
gcagggactg
ggccattite
caggtcacag
cctctgagaa
tgtcaagagg
aaaacagaat

tgtgtattag

cctgeecace
tagcgcaaca
gaaaatttta
aatttaatat
acccectcectte

ttgcettaag

81

acccaattcet
agtggccaca
agttctggcet
agtcttctat
acctgttagc
aggtacctct
acaaggtttt
ggagacaggg
gggggttgtt
gagccaggat
gccattttica
acttcttttg
tcacagggga
actaaagatt
cacttatttg
acaaaacctc

agaggaaaag

ccatatgcac
tttcagtitg
tgaacacget
ttgtgaagaa
ccttattice

gcaggagyg

ccctaaaaaa
tacagagctc
tgttegtgac
agcactttta
acttetgttc
tgtcacgege
tatttcacct
gtgggtccac
ctctggetgg
gagccagaag
cttetettgt
tgattctteca
taagatggca
ataaaaatga
tcaattaaga
tgtgtgtgty

cctgtatttg

ccaccccaca
catattttac
aagttagatt
tactaataca

ttttgacceg

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

1020

1080
1140
1200
1260
1320

1368
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actgggcace
atgtcacagc
cacaaagctyg
gctgggticg
ctccogeceec
agggcacatg
agctgcatgg
tgcggcagct
gaggcacccg
tgagcaaagg
cgcagccgcc
gaaagtccgt

tccectgactg

<210> 35

<211> 1193
<212> ADN

ctcctaggca
aggagggagg
ctggtgatga
ctaggctcca
tceecttect
tttatttage
gtggcactgt
ggcggcacce
agatggggac
caggcccaag
cagccacact
cagaacaggc

ccaggtccte

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica diversa

<223> secuencia de STAR35

<220>

<221> caracteristica diversa

<222> (312)..(1191)

ES 2384391 T3

ggggaatgtg
acggtgttac
ccaggggcett
teectgggggt
cgaaggccca
agacaaggtg
ggggagggtc
tggacagagg
agcagaataa
accecccagec
cactgtgcac
agctgtgtgt

tgcactgcece

<223>nes a, ¢, g, o t en diversas posiciones

<400> 35

agaactgccg
accacgtggg
gtgtcttcac
gcagaccetg
ggggtcaaac
gggctccate
tcccagetcee
tggatatgag
agacagcage
cactgcacce
tcagcegteyg
gtgtgtgegt

ctggy

ctgectetggyg
aaggactcag
tctgcagece
agagtgatgc
agtgtagact
agcggggtag
ctcaatggtg
ggtgatgggt
agtgctgggyg
tggcctccca
atacactggt

gtatgagtgt

gctygggegec
ggtggtcagc
taacacccag
cagtgggagce
cagaggcctg
cctggggage
ttcgggctgg
ggggaaatgg

ggcaggggga

caagcceect
ctgttaggga

gtgtgtgtga

cgacttggtg atgcgggctc ttttttggtt ccatatgaac tttaaagtag tcttttccaa

ttctgtgaag aaagtcattg gtaggttgat ggggatggca ttgaatctgt aaattacctt

82

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

755

60D

120



gggcagtatg
ccattagttt
gtccttcaca
tgaatgggag
ngtgatnttn
tnngggaacc
aaacagggaa
gcocctaattge
ggcatcecctg
gtatgatatg
tcaataccta
tttttctgea
ggatnacatt
acttgatcca
atctcaatta
ncegttegee
ctgcttganc
ttctnnggat
<210> 36
<211>1712
<212> ADN

gccattttea
gtatcctctt
tcccttgtaa
thcactcacg
gtacattgat
ttttgggetyg
caatttgact
cctgggcaaa
ttcttgttge
ggctgtgggt
atttattgaa
tctatggaaa
tattgatttyg
agcttggcege
gtcagcacee
cattctcgecc
attcagagtn

tgacccennt

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica diversa

<223> secuencia de STAR36

<400> 36
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caatgttgat
ttatttcctt
gttggattecce
atttggctct
ttngtatccn
aaacnatggg
tcctettttce
acttccaaca
cagnttttca
ngtgtcataa
agtttttagc
taatcatgtg
tgtatatnga
gcngnctagce
atagtccgcec
catggctgac
nagagnnttg

taaatatttg

tcttectatce
gagcagtggt
taggtatttt
ctgtttgtct
tgagacttng
attttctaaa
ctaattgaat
ctatgntngn
aagggaatgc
atagctctta
atgaangcat
gtttttgtct
acccagcctn
tcgaggcagy
cctacctecg
taatnttttt
gaggccnage

gttttttgtn

83

catgatgatg
ttgtagttet
attctcetttg
gctgggtgta
ctgaatttge
tatacaatca
acactttatc
aataggagnt
tteccagttit
tnattttgaa
ngttgaattt
ttggctenty
ncatcccagyg
caaaagtatg
cccateeogee
annatccaag
cttgcaaaac

ttttcanngg

gaatgttctt
ccttgaagag
aagcaaattg
taaanaatgt
ttnatcngct
tgtcgtetge
tcottcteet
ggtgagagag
ggcccattca
atgtgtecccea
ggtcaaaggc
tttatatget
gatgaagceece
caaagcatgce
cctaacteng
cggngccgec
tccggacngn

nga

180
240
300
360
420
480
$40
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140

1193
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gatcccatce ttagcctcat cgatacctcc tgctcacctg tcagtgcctce tggagtgtgt 60
gtctagecca ggeccatccecc ctggaactca ggggactcag gactagtggg catgtacact 120
tggcctcagg ggactcagga ttagtgagce ccacatgtac acttggcecte agtggactca 180
ggactagtga gccccacatg tacacttgge ctcaggggac tcaggattag tgagecccca 240
catgtacact tggcctcagg ggactcagga ttagtgagcc ccacatgtac acttggcctc 300
aggggactca ggactagtga gccccacatg tacacttggce ctcaggggac tcagaactag 360
tgagecccac atgtacactt ggcttcaggg gactcaggat tagtgageec cacatgtaca 420
cttggacacg tgaaccacat cgatgtgctg cagagctcag ccctctgcag atgaaatgtg 480
gtcatggcat tccttcacag tggcacccct cgttccctec ccacctcate teccatteott 540
.gtctgtcttc agcacctgec atgtecagcc ggcagattcc accgcagcat cttctgecage 600
acceecgace acacacctecc ccagcgocctg cttggcocecte cagcccaget cocgecttte 660
ttccttgggg aagctccctg gacagacacc ccctcoetece agecatgget ttttectget - 720
ctgccccacy cgggaccctg cocctggatgt gectacaatag acacatcaga tacagtectt 780
cctcagcage cggcagaccce agggtggact gcotcagggec tgcecctgtgag gtcacacagg 840
tgtcgttaac ttgccatcte agcaactagt gaatatggge agatgctace ttecttceegg 800
ttcecetggtg agaggtactg gtggatgtce tgtgttgccg gocacctttt gtcecectggat 960
gccatttatt tttttccaca aatatttcec aggtotette tgtgtgcaag gtattaggge 1020
tgcagegggg gcocaggecac agatctetgt cctgagaaga cttggattct agtgcaggag 1080
actgaagtgt atcacaccaa tcagtgtaaa ttgttaactg ccacaaggag aaaggccagg 1140
aaggagtggg gcatggtggt gttctagtgt tacaagaaga agccaggygag ggcttecctgg 1200
atgaagtggc atctgacctg ggatctggag gaggagaaaa atgtcccaaa agagcagaga 1260
gcccacccecta ggcetctgcac caggaggcaa cttgctggge ttatggaatt cagagggcaa 1320
gtgataagca gaaagtcctt gggggccaca attaggattt ctgtcttcta aagggcctcet 1380
gccctctget gtgtgacctt gggcaagtta cttcaccteot agtgetttgg ttgectcatc 1440
tgtaaagtgg tgaggataat gctatcacac tggttgagaa ttgaagtaat tattgctgca 1500
aagggcttat aagggtgtct aatactagta ctagtaggta cttcatgtgt cttgacaatt 1560
ttaatcatta ttattttgte atcaccgtca ctcttccagyg ggactaatgt ccctgectgtt 1620
ctgtccaaat taaacattgt ttatccctgt gggcatctgg cgaggtygct aggaaagcct 1680
ggagctgttt cctgttgacg tgccagacta gt 1712
<210> 37
<211> 1321
<212> ADN

<213> Homo sapiens

84
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<220>

<221> caracteristica diversa

<223> secuencia de STAR37

<400> 37

aggatcacat
tgtctggcaa
tcctgctgag
tctctgcttg
gtctgegtet
caccatttac
tctgtaccta
ccattcagcece
tgcctectet

tgtctgtgce

gtaggatgty
ctcteccoegea
ctcctgecte
ctccaggagyg
gacctecccac
ggccctgggt
caatctgagc
gagacgactt
ggtggggtgyg
gtgctcaatc
tgggtgagca
ccccactgag
t
<210> 38
<211> 1445
<212> ADN

ttaaggaagt
ccgcteoceaa
cctacagctc
tggacctggce
gtgtgcagtg
aagcagtgtc
tctgggeccy
ctgcgcagga
ggtctcatga

aattttttat

tgctgtctaa

gggtcccagg
aacagcctgt
gggacccggce
aaggcgtggce
ttgaagcage
tcagccacct
gcgtgeatgt
ggctggaage
aggecaaggt

caggcaggca

tggggtagtc

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica diversa

<223> secuencia de STAR38

ES 2384391 T3

gtgtggggtc
ggtggcagga
actggggagc
daaggcaggga
tggatttagt
accctcatgg
gtgggctcece
acacatgttg
tgtgcatctyg

tcecteceeca

tgatgggatg
gctggtggtt
gtggtggcaa
tctccttetg
ttccagacte
ctggetttct
acacaccacc
tgacttcatg
agcaggtgca
ggccaagece
ccagctggge

tggttgggge

cctggatgac
gtgggtgtce
ctgacagegg
gcagaaaaca
tgtgcttttt
gtggcgagga
ttgtectgge
cttagaaaag
ttaccttgaa

accteccttee

accacatttt
gctttgggte
agccggtgtyg
cagtgcaggc
cceggetygyga
cttggtaagt
gtggecgaca
atcagcgccg
gtgatggggce
aggctgcagg
agtgttagga

agggaccgct

85

accagcacece
cctgtgtgtce
ggccatgtgce
gagccacttg
tcttgectggg
cagaacagga
ttccatctet
ccaaattcag
actggaaacc

ccatacgact

tccatgttct
tacagctacyg
gggctgggga
gaaggcctag
agtgatgctt
ggctggtgte
ctttcattaa
ctgggaagaa
tgggtgccca
gaaggeccggce
tgctggagea

gttgctttgg

agtgcggctc
agtgggcagc
ctgacactcc
aaggctttct
agagcacagc
gecctetgete
gtctecagega
cccttgtete
agtctatcaa

ttttatttat

aaaagtgctce
tcttaceege
acgcagegtt
atgccagtgt
ttttgcectce
ttagcagetg
aaaétttcct
ccoetgagee
ggaggcctea
ctgggggttg
gcatccgtaa

cagagagaga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1321



10

<220>

<221> caracteristica diversa

<222> (348)..(949)

ES 2384391 T3

<223>nes a, ¢, g, o t en diversas posiciones

<400> 38

gatctatggg
gaattttgga
tgaaaatgtt
cctgttteca
aaagacacct
ctaaaggcaa
gcetgtgcete
gaatgttcaa
attttggaac
tttettgttt
tacatataga
atagttacat

aaagacaata

ttettecgte
gagaactggc
gacgettagyg
cagctgttgt
gtectagyty
aggaggaggc
ctctggcgge
cggggcgeag
cggccgggece
cactgcaaat
attaataggt
aggga
<210> 39

<211> 2331
<212> ADN

agtagettcece
gtgaaggttt
aaagtaaatt
tcccagectt
ggtcaggaac
acaaggactc
tgcagacagg
gtagaaagtc
ggaataccaa
aaaataaatt
cagtaaactg
ttttttgtgt

catttttatt

ccecgecacgce
gcccttgcag
ggecggetygy
agaagctcct
gctgctcege
tgcgetggac
agcgctggga
gaggtggget
agtaggcacce
gctgcgetga

ccgggtgtgg

ttagtgaget
tgttettegt
acctetettt
ctataaccca
gcggaceaca
tgtataaagt
gagtcacaca
taacattaaa
aaaatggcaa
ttattttata
gttactacag
gacaggaaca

aactatagcc

cttectecty
ggtaggtgce
gaaaaactgg
gggacaagcce
ccgecacggt
acgccggtgg
gcggggcectce
cagggttcte
gagececeege
ccccaaatge

aggctcaagc

ttcecttcaa
ttecttcacaa
tcagatactg
gtaacatctt
ggacaactca
accggtggca
gacactttte
tttgattgaa
tagtggttct
tatttgaggt
tgaagcaaat
gctaaaatct

ctcatgatgt

ggatggggat
ccggagectg
cggaaaatat
gtggaagtcc
catttcecatt
cgectttgec
ggaggctggg
cagagaatcc
ggtgacctgc
tgtgtccttt

cttaatccce

86

atactttgca
tatggatatg
tettecatgeg
ttttgaaacc
ggctcaccca
tgtgtatnag
tataatttct
caattgtata
ttctggatgg
tgaccacatg
taacatatct
acgtatttaa

acattagatc

tcattcecta
aggcgggnac
tataactgna
cctcaggagyg
gactcacacg
tgggggagcg
cctggggacc
ccatgagctg
ggacccgaag
aaatgtttta

agcacctggce

accaggtaga
catcttcttt
aacttggtat
agtgggtgag
cggcatcaga
tggagatgca
taagtgettt
ttcatggaat
aagacaaact
accttaagga
accatcgtac

caaaaatect

gtgtggttgt

geaggtgteg
tttaanatca
ctctcaatge
cttecgegat
cgecgectgg
cagcctggag
caaggttggg
acccgecaggg
ctggagcage
attaagaata

gaggccgagyg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

1445



<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica diversa

<223> secuencia de STAR39

<400> 39

gtgaaataga
gacagctatg
ctctacttgt
tttagagtee
ggctgaatag
atatacatat
atacacacat
aacttttttt
gectetgtgat
gcatcatggg
agggactcaa
ggatcacatt
agagagcata
aatagtgagt
gggcagcatg

gccagagaaa

tcactaaagce
cttteccecat
aggagttcaa
tctaggttta
tatttcattg
atacatatat
atatacacat
catttatcca
gaatgctgga
ctaggtgctg
ccageettga
gtttcaagca
tgtcttcaag
ttaagtgatg
ccetctgaga

ttataatact

ES 2384391 T3

tgattcctet
cctetooegt
cttgtttaga
tccatattgt
taatatatat
gtacatagat
atatacatat
ttcacttaat
aattcaatag
caacgaggaa
agaatcaggg
gcagtaacag
aaactaacag
aggcaagaga
catctcatgg

aagtagatag

tgtctaaatg
ceceocagece
ttttgtgagt
gttaaatgac
acatacacac
acatatatat
acatatatac
acatatgatg
tgagaaagac¢
ttgccaactg
gaggcttcta
gatgtgctca
tagctcccta
tatgaagaag
aagccggaaa

actgagcagc

87

aaactttcta
ttggtaacca
gagaacatgt
aggattccecet
acacatatac
gtacatatat
acatatatgt
gagggcttta
tcagtctctg
ttgtcatgag
agctaatggt
ggtccagatg
tagctgaagce
cttgaccatg
tgggagtgcce

actectectg

ccectttgatyg
tcatcctact
ggtatttgee
gecetttttaa
acacacatat
acacacacat
acatatatat
tatatgccag
cctecaaaga
agcacagaga
gtgtgcctgg
tgagagagag
aggagtacaa
cagctacace
ttgataccaa

ggaagaatga

€0
120
180
240
300
380
420
480
540
600
660
720
780
840
200

960



gacaagccct
ccaaagcaag
ataaggggcet
actaatggat
ccaatctecce
gtttatttta
cccaggaaaa
gagtgttatt
acccacatgt
aggaaagtag
accagaatat
aataaaaatg
aaatgttatt
tgcecactag
aagcaactgg
ataaaggttt
cactcatagg
tatatattct
tagagtttat
ggtgcaggcc
gcggatcaca
actaaaaata
gaggccgagg
<210> 40
<211> 1071
<212> ADN

gaatttggag
aaatagtatt
cagacacaga
gagaaagagt
caaattgatc
aaatgtaaat
attaggagga
gacacaagga
atgtggtcaa
tacagaaaca
aagcatataa
agcaaagact
agtcttcagt
aataaccaaa
aactctcata
ggcagtttct
cgtctggcte
cccacgtcag
aatgaggttc
aggcgcagtg
aggtcaggag
caaaaactag

caggagaatc

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica diversa

<223> secuencia de STAR40

<400> 40

ES 2384391 T3

gtaagttgtg
gatgcaaagc
ctgagcagaa
tcttaaagtt
cacgagttca
gaaaatacaa
cttacacaac
gagacaaata
ttgatttttg
accaaatatt
atataattct
tgaaaagtca
ggaatttaca
ggaaaaaaga
cattattggt
tacaaagttg
cctagaactg
gagatatttg
ttcaaatcta
gctcactctg
ttcgagacca
ccaggtgcgg

acttgaacct

gattggtgat
tgaggttaat
aacgagtagc
gatgaccacyg
gtgcaatgcc
aatttttaaa
ctgatctcaa
gataaacgga
gccaaggcac
gtttitggaaa
ttcaaatcaa
cttaaaaagqg
ttaaaccaca
cagacaaaac
ggtaatgtaa
aatgcacttc
aaaacatatg
ctatgecattt
aaagaaaatg
taatcccagce
acctggccaa
tatcatgecac

gggaggtgga

88

tagaggagag
tggatgacaa
atctgaacct
ggatccatat
aatcaaaatc
aagcaaagca
aacttaccat
atgtggtagt
caagtcaatt
ataatgacaa
taataagaag
cttattaatt
agggatacta
aaaatgctgg
aatttataca
tccacgatga
ttcacaagaa
aactgacata
caaagcatat
actttgggag
catagtgaaa
ctgtagtece

ggttgcagtg

gtaacaggca
aatgaagagc
agattgagtt
ataagaatgt
ccactaacaa
atattgaaaa
tatcaagaca
ctggagatgce
caaaggagca
agggcttata
gcaaatatct
agaaatatgc
ttatatctta
tgaggatgtg
accattatga
ctaggectttt
gacttgcaaa
agattagtgce
aatagtaagg
gecgaggtgg
ccctgtetet
agctactcegg

a

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1520

1580

2040

2100

2160

2220

2280

2331



10

gctgtgattce
gaaggagcct
tagtgttcag
tggagtcagg
tgtgccecatt

tatgggagta

tttggagtga
aatgttaaag
tttccatece
acacctggtc
aggcaaacaa
gtgctctgca
gttcaagtag
tggaacggaa
ttgtttaaaa
tatagacagt
ttacattttt

acaatacatt
<210> 41

<211> 1135
<212> ADN

aaactgtcag
tccaggccag
ggcagcatgt
tctctagaga
cgctttgtgt

gcttcecttag

aggttttgtt
taaattacct
agccttetat
aggaacgegg
ggactctgta
gacagggagt
aaagtctaac
taccaaaaaa
taaattttat
aaactggtta
ttgtgtgaca

tttattaact

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica diversa

<223> secuencia de STAR41

<400> 41

ES 2384391 T3

cgagataaqgqg
ctttgageat
taccattcat
gttgagcagc
ctgcagtceccc

tgagctttec

cttcgttect
ctctttteag
aacgcagtaa
accacaggac
taaagtaccg
cacacagaca
attaaatttg
tggcaatagt
tttatatatt
ctacagtgaa
ggaacagcta

atagcectcea

cagcagatca
aagctgctga
gcttgactte
tccagectta
ctggccacac

cttcaaatac

tcacaatatg
atactgtctt
catctttttt
aactcaggct
gtggcatgtg
cttttctata
attgaacaat
ggttetttet
tgaggttgac
gcaaattaac
aaatctacgt

tgatgtacat

89

agaaagcact
tgagcagtga
tagccagtgt
gatctcccag
ccagtaacag

tttgcaacca

gatatgcatce
catgcgaact
gaaaccagtg
cacccacggc
tattagtgga
atttcttaag
tgtatattca
ggatggaaga
cacatgacct
atatctacca
atttaacaaa

tagatctcta

ccgggcteca
gtgtcttgag
gacgagaggc
tcttatgcgg
ttctgggate

ggtagagaat

ttcttttgaa
tggtatcctg
ggtgagaaag
atcagactaa
gatgcagccet
tgctttgaat
tggaatattt
caaacttttc
taaggataca
tcgtacatag
aatcctaaag

a

60
12¢
180
240
300

360

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020

1071



10

cgtgtgcagt
acgtggcgct
caagectegg
gctcaaggcece
gacatgcagce
gtgtggtctc
gcaccgcaga
cacagcagag
ggggagaaat
gctctctgac
ctgtcacaag
tgetgtttte
gctgctecga
atgattacat
cagtecceceott

actttgggag

aacatgaaga
ctggtaatcc

aggttgcgat

ccacggagag
gcaggacace
ctggttcect
ttcctcaggg
ctgcatagaa
tagccttgtce
ggccacagcc
tgggtgaaat
gaaaatgaac
tgcttecteg
attgtagttc
cctttgagat
aggaccccac
ceceecttgee
aaaagcccca

gccaaggtgyg

aaccccgtcect

cagctacttg

gagccgagac

<210> 42

<211> 735

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica diversa
<223> secuencia de STAR42
<400> 42

ES 2384391 T3

tgtgttctcce
aacatcagtc
ccagctctta
gcetgcetceac
accaagcace
cacctecggt
catacagcca
gttccctata
ccagctcgca
tagctgettyg
ccctaactgc
attcctttgg
gaggagctga
¢caccaatca
gcccaggecy

gcagatcacc

ctattacaaa

ggagggtgag

agcgeeattg

tcatcctcgt
acgtatttca
ccaggcagece
cacaggagct
caggaaaaca
cctecatggyt
agatgacaga
aactttacaa
gcacatcagc
gtgtctcatt
tcecgtagatc
gtcctgtata
ctaaaccaag
actctcccaa
ggcacagtgg

tgagggcagyg

tacaaaatta
gcaggagaat

cactgcagcc

90

tccggtggtt
ttctggaaaa
taagcctagy
gtteccatge
tgattggatg
ctecacacctc
ctccgtaagt
aattaatgag
atcagtcact
gcctcagaag
acaacttgaa
ctgatggage
agtgcagttt
ttttccagcee
ctcatgcctyg

aatttgagac

gcegggcegtyg
cacttgaate

tgggcaacaa

gtggcgggaa
aaaagtagca
ctcecattecee
agggactaag
gagcgggggyg
ctgagaatgg
gacagggatc
ggcaggggga
aggtcggegt
catgtagacc
ccttaggaaa
tactgactga
gtacaccctg
ccteaceetce
taatcccagce

cagcctgacce

ttgctgcata

tgggaggcgg

gagca

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

960

1020
1080

1135



10

aagggtgaga
tcttacacac
cctgtggaag
aatagacaca
ctcatgacca
tatatttagg
cgccecgtagt
caaaaccagc
ggacacggtg
ttgaacccag
gcaacaagag
tatgtggatte
gagggtgtcg
<210> 43
<211> 1227
<212> ADN

tcactaggga
tttttaaaac
caggagtctt
caaatgttta
cattctggta
tcttttcgtg
ceccagaactt
ctgaccaaca
gcgtatgeet
gaggcggagg
cgaaattcca
tgaaaaatta

gtttc

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica diversa

<223> secuencia de STAR43

<400> 43

caaatagatc
agtgggtaga
acagtactga
tctecaatttg
aggtccgttt
ctgcagcttc

cagcccccct

tacacaaaac
gagaaatgca
gaccagggag
cagtctagge
tgtacttctt
agatggatgt

geggtgttge

ES 2384391 T3

gggaggaagqg
cttggttttt
teteattgac
tcggatattt
cattgtatga
caggctataa
tgggaggeeg
tggagaaacc
gtaatcccag
ttgtggtgag
tctcaaaaaa

ataagtgttg

aagataatgt
tcecattetee
cttattccca
cctgctattt
gctttagcag
ggtcagcttg

tgtttgcttg

agctataaaa
taatgtcegt
caccatgaca
attgaaatat
atgaatatac
aaatatgtat
aggcgggtgy
ccgtctetge
ctactcggga
tcgagattgc
aagaaaaaag

ccaacttacc

ctgcccattt
ccacccaace
gcgggcagaa
gatggtgtga
ttcaaagagc
ttggaggcgce

gcttgtctgg

91

gaaagaggtc
gttceteatt
agaccectatt
aggaattttt
cataatttta
gggceggtea
atcacctgag
taaaaataca
agctgaggea
gccattgcac
tatgactgta

ttagggttta

ttccaaagat
tctgctaaat
tgtgcaccaa
aggcttgcac
agggagagct
cttctgtggt

ctctecatge

actcatcaca
agcagtaage
tatgaaacat
cccctcacac
cctatggetg
cagtgactta
gtcgggagtt
aaaattaact
ggagaactge
teccagectgg
tttagagtag

taccatttat

aatgtggtga
tgtccatgtc
gcacctcttg
ctggcatgga
gcgagggcect
ccattatcte

cttgttggct

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

735

60

120

180

240

300

360

420



ccaaaatgte
ttgggctatt
ggtagttgct
ctttcatttg
gaaaacttta
aggccctaga
tagacttgtt
tatcttgttt
ctcagececegt
ctcectecag
gtttaaactt
gaacaacctt
gtgtctctga
gaacaatgga
<210> 44

<211> 1586
<212> ADN

atcatgctge
ttgattccce
ttgggagagt
gtgagactgt
ttccaaaaca
tttgtacatc
catgttgaca
ggaatatagt
cctgttatgg
agagcggtcc
gtttattttt
atggttgtga
agagttcatt

gaagctttca

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica diversa

<223> secuencia de STAR44

<400> 44

ES 2384391 T3

accccaggaa
gttgggtata
ttggacctat
tagetetgge
tagtcacatt
tgggtgttat
tttagtcttg
ggagctatgg
gcagcettga
cctcacgget
aaaacattct
agaattgatt
tagcatgaag

tgggtgg

gaatgtgcag
ttccctaggt
gggtatgagg
cgcggactga
gaacattgtyg
gtctataaat
ccttttoggt
tgtggcattt
agctcagtag
cattgagagt
tggttatgaa
tggtgcetaag

tcagecctgtg

92

gcccatctet
aagacccaga
taatagacac
attccacaca
gagaatgagqg
agaatgcttt
ggtgatttaa
tcatctgget
ctaatgaaga
ttgtcagcac
tgtgcctata

gtgtataaat

gcaggttggg

tttatgtgct
agacacagga
agtatcttct
gctcacttgyg
gacagagaag
ggtggtcaac
aaattatgta
ttttgtttag
ggtatcetca
cttgaaatga
ttgaattact

ttcaggacca

tggagccagyg

480

540

600

660

720

780

840

9500

960

1020

1080

1140

1200

1227



cacctgccte
atggagtcaa
ttttccagac
ggaactgcaa
attcaaatcce
ttttcttatc
aattgtgcat
ggtgatagga
ctggaataca
gccagaacat
ttaagtatta
aaatatcttt
agaccagctc
agtgaatcca

agtaggactyg

agatagggaa
gtgctgttaa
ttttgaaaga
aacaaataat
catttaatat
agtataaatt
tagtcaagaa
cacagaatcc
agaacaaaat
gaattgcata
ctaaggqggaa

aacttctgge

agcctcccaa
ttcttgtggg
aattggaaga
ggcttttggc
caactgctac
tataaaatat
gcctaataaa
acccaggaag
atgttcaaag
aaagtgcctc
tttatgtgtyg
ctgatgtcac
tctgattact
tcatgatgga

gttaagagag

aatgggagga
aacagtacaa
gttacccaga
gtagtcatag
aatttatagg
aatggaagga
tacaaaattg
cttgacatcc
agggtctcac
cggtcatatg
tttacaccaa

ttaggaccec

<210> 45

<211> 1981

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<220>

<221> caracteristica diversa

ES 2384391 T3

agtgctgaga
gtgaacatga
gcatgtgaaa
acaagaaagc
acttctaagc
agattttata
gttgtcaaag
ggcectctatga
gagatagtgy
ctatattata
tatgtgtgtt
tgtgaacaac
gecataatcc
gaggaaggac

agcagaggca

gaagcaggct
gaaattaata
tagtcttcct
aagaaaacac
aaattgttac
gagcacgcac
agtagctaca
aaactcccga
ccgacctata
gttccaatta
cactgtactt

aactca

ttcaaagaaa
gtaccacagt
gacacagatt
cactgtagac
tttgtaattt
tatatagata
attaaatgtt
atattatgta
caggagataa
ttttacataa
ttatataatt
agatgagaag
agggagggta
agggctgaaa

ggctacaggg

ttgaaaaagt
tattcaatece
tgaagttttce
ttaaaacttt
ataacacaca
acagaggttg
tcaagcagaa
aacagacatg
atgttctttt
ccattattte

ctacttgcaa

93

ttttecatgga
tagactgagg
ttgagaaatg
tatagaggea
tggcaagttt
tagatatata
atatgtgaag
ttattattat
gtttgaattyg
ttggaacatce
aattctagtt
aagtgaatcc
ccataaggat

aatacttaqgg

gttggaggtyg

ggcttgtett
caaaatacag
agttaaagaa
attgaataaa
cattcaatac
aattatgttt
gcacatgctt
taaatacaga
cttgatataa
ctetgggett

gaatatatga

gaggggacag
ttgggaaaga
ttaagtctag
ggatgcctag
ttacccteta
gatagataat
tattttgtac
tctaaagtag
aaagattgag
attgaaaaat
catcatttta
tgagttaagg
ttcaactgga
aagtagtatc

tcaatcacag

gtaaaattat
ggacaattct
atttcttgtt
gctaataaat
tttttgctaa
atgactttat
tacaatccag
tgacattgte
atatgcacat
agctatccat

aagcatagtt

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

1586



<223> secuencia de STAR45

<400> 45

atggatcata
atggctgtac
tcaccaacac
atctcattgt
tgtacctggt
tttaataagce
atgagcccet
tctatcattg
ttttgetttt
acagtctcct
tgettgtata
tttgtctaca
tatcaaaaaa
tactgtttta
taatagagtt

gctttggttg

gggtaaataa
taatttccat
ttatcttcca
ggcattgatt
tggccttttg
atagtttttt
tacctgatgt
cttectttrce
gttgcctttt
tctatattee
aagagcaaaa
ccatttattg
tcaattgacc
catgtctgtt
tggagtcagg

gtccaggtct

ES 2384391 T3

atttataatt
tcctaccaac
tcttttttta
tgcacttcte
tatgatgtag
tcttattttt
atggtttaaa
tgtggaaaag
ggaataatct
cttgtagtag
taaaagtcaa
aaaataattt
acagacacac
tttatgccat
tagtctgatg

tttgtggtte

tcttgagaaa
agtgtacagg
taatagccct
tgataattag
gaaatgtcta
gagtaggttg
aatattatcc
ttttaagttt
acagaaaatc
ttttacattt
attttattct
tctttettea
ggatttattt
tgctatgetg
ccteccagett

catacaaatt

94

gcttegtact
gttteottttt
agtaaaatgt
gaatgtttat
ttctgattct
agttgettat
catttgtggg
tatgcagtct
atagctcagyg
aaactttaat
tctgtatgtg
ctgtgtattt
acaggttcta
ttttaattcc
tgttettttt

ttagcagtaa

gtttteccaag
ctecacatec
gtgaggtgat
gattttttca
ttgcttattt
atattattat
ttctettaat
catttgtgtg
ccaatgtcat
tttgatttga
gatagtcagt
ttagttattt
tatccctttg
tatagctttyg
gttcaagatt

tttttctatt

€0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900

960



tctgtgaaga
gtagcattga
tttatttatg
tttatggttt
tattataaat
aataatgata
tataaccatt
aaaaacagaa
tgtgtaactg
cacatccatc
tcactactet
tccagggceac
agttcteccag
cagtgcgecg
tgtgcecttag
gagctgggte
gtccagggtyg

9

<210> 46
<211> 1859
<212> ADN

atgacattgg
cacttttaca
ccattttaat
tgattaaatt
tgaattgect
tttgtatgtt
tattttggtyg
acaatcttac
ttctggctag
tattgtggca
tcctecaata

ggctgggoty

tgccttagte

‘cectgegagg

cccaggaage
ctctgatgee

cagcagaaca

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica diversa

<223> secuencia de STAR46

<400> 46

ES 2384391 T3

aatttgatag
atactaattt
ttLtttecate
tactcctgte
ttatttttca
gattttgtaa
gaatctttaa
ctettectee
gcaattacac
cattgattge
caggagtcca
aggttctett
cagggttagy
gtcctectga
gg9gggctgg
atagctcagg

ggagtectge

tggttgcatt
ttgaatccat
aatgtgctat
ttttatatat
ggtaatagtt
ctattaactt
gattttctct
cctatgtgga
ataatgtttt
tacttttcaa
tggcgtggtg
gtgcaagagt
caggggtgyy
gcaggagtac
gtectetggt
ccggcgggag

ggagcagtag

95

taatctgtag
caatgaagga
agttttcagt
ttatatatcet
tgtcattagt
tattgaattt
atcttaagat
tttettttac
catcatttat
gttgtaaacc
tgagccctac
ccgtggetcet
gctecttcag
acgatgaggce
gccatagtce
ctgggtecte

tcecagggcac

attgctttgg
tgtttctcca
atgtaaatct
gttttgattc
taatagaaac
cttcatcagce
tatattttca
gtctttgtet
aattttacat
tggacattta
tgtgccacag
gcggagcaag
tagcttagtc
agggtcctac
aggctgecgg
tggtgccgta

gctggggegt

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980

1981
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attgtttttc tcgeocttot gcattttetg caaattctgt tgaatcattg cagttactta 60
ggtttgcttc gtctccccca ttacaaacta cttactgggt ttttcaacec tagtteecte 120
atttttatga tttatgctca tttctttgta cacttegtet tgctccatct cccaactcat 180
ggcccctgge tttggattat tgttttggtc ttttattttt tgtettctte tacctcaaca 240
cttatcttec tctcccagte tccggtacce tatcaccaag gttgtcatta acctttcata 300
ttattcctca ttatccatgt attcatttge aaataagcgt atattaacaa aatcacaggt 360
ttatggagat ataattcaca taccttaaaa ttcaggcttt taaagtgtac ctttcatgtg 420
gtttttggta tattcacaaa gttatgcatt gatcaccacc atctgattce ataacatgtt 480
caatacctca aaaagaagt¢ tgtactcatt agtagtcatt tcacattcac cactccctct 540
ggctctggge agtcactgat ctttgtgtct ctatggattt gectagtcta ggtattttta 600
tgtaaatggc atcatacaac atgtgacctt ttgtttgget tttttcattt agcaaaatgt 660
tatcaaggtce tgtccetgtt gtagcatgta ttagcacttc atttcttata tgctgaatga 720
tatactttat ttgtccatca gttgttcatg ctttatttgt ccatcagttg atgaacattt 780
gcgtttttge cactttggge tattaagaat aatgctactg tgaacaagty tgtacaagtt 840
cctctacaaa tttttgtgtg gacatatcct ttcagttctc tcaggtgtat atctgggaat 900
tgaattgctg ggtcgtgtag tagctatgtt aaacactttg agaaactget ataatgttct 960
ccagagctgt accattttaa attctgtgta tgaggattcc acgttctcca cttectcace 1020
agtgtatgga tttgggggta tactttttaa aaagtgggat taggctggge acagtggcetce 1080
acacctgtaa tcccaacact tcaggaagct gaggtgggag gatcacttga gcctagtagt 1140
ttgagaccag cctgggcaac atagggagac cctgtctcta caaaaaataa tttaaaataa 1200
attagctggg cgttgtggca cacacetgta gtcccageta catgggagge tgaggtggaa 1260
ggattcectyg agcccagaag tttgaggttg cagtgagcca tgatggcage actatactgt 1320
agcctgggty tcagagcaag actccgtttc agggaagaaa aaaaaaagtg ggatgatatt 1380
tttgacactt ttcttecttgt tttcttaatt tcatacttct ggaaattcca ttaaattage 1440
tggtaccact ctaactcatt gtgtttcatg gctgcatagt aatattgcat aatataaata 1500
taccattcat tcatcaaagt tagcagatat tgactgttag gtgccaggca ctgctctaag 1560
cgttaaagaa aaacacacaa aaacttttgc attcttagag tttattttcc aatggagggqg 1620
gtggagggag gtaagaattt aggaaataaa ttaattacat atatagcata gggtttcacc 1680
agtgagtgca gcttgaatcg ttggcagett tcttagtagt ataaatacag tactaaagat 1740
gaaattactc taaatggtgt tacttaaatt actggaatag gtattactat tagtcacttt 1800
gcaggtgaaa gtggaaacac catcgtaaaa tgtaaaatag gaaacagctg gttaatgtt 1859
<210> 47
<211> 1082

96
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<212> ADN

<213> Homo sapiens
<220>

<221> caracteristica diversa

<223> secuencia de STAR47

<400> 47

atcattagtc attagggaaa tgcaaatgaa aaacacaagc agccaccaat atacacctac &0
taggatgatt taaaggaaaa taagtgtgaa gaaggacgta aagaaattgt aaccctgata 120
cattgatggt agaaatggat aaagttgcag ccactgtgaa aaacagtctg cagtggctca 180
gaaggttaaa tatagaaccc ctgttggacc caggaactct actcttaggc accccaaaga 240
atagagaaca gaaatcaaac agatgtttgt atactaatgt ttgtagcatc acttttcaca 300
ggagccaaaa ggtggaaata atccaaccat cagtgaacaa atgaatgtaa taaaagcaag 360
gtggtctgca tgcaatgcta catcatccat ctgtaaaaaa cgaacatcat tttgatagat 420
gatacaacat gggtyggacat tgagaacatt atgcttagtg aaataagccea gacacaaaag 480
gaatatattg tataattgta attacatgaa gtgcctagaa tagtcaaatt catacaagag 540
aaagtgggat aggaatcacc atgggctgga aataggggga aggtgctata ctgcettattg 600
tggacaaggt ttcgtaagaa atcatcaaaa ttgtgggtgt agatagtggt gttggttatg 660
caaccctgtg aatatattga atgccatgga gtgcacactt tggttaaaag gttcaaatga 720
taaatattgt gttatatata tttcceccacg atagaaaaca cgcacagcca agcccacatg 780
ccagtcttgt tagctgectt cctttacctt caagagtggg ctgaagetty tccaatcttt 840
caaggttgct gaagactgta tgatggaagt catctgecatt gggaaagaaa ttaatggaga 900
gaggagaaaa cttgagaatc cacactactc accctgcagg gccaagaact ctgtctccea 960
tgetttgetg tectgtcetca gtatttecctg tgaccacecte ctttttcaac tgaagacttt 1020
gtacctgaag gggttcccag gtttttcacc tcggcecttg tcaggactga tectctcaac 1080
ta - 1082

<210> 48

<211> 1242

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica diversa
<223> secuencia de STAR48
<400> 48

97



10

atcatgtatt
tgtgatatta
tgtttacttt
tcttggattt
tcacaccact
aacaaacaaa
ttctataata
aaatacgagc
ttatgcttca
tﬁaagaaatt
tattttatca
caatctccta
cgetgtatag
gtggacttag
tgttctgaag
aaagtcacac
tecagtggta

acagtgattt

ctggaagcaa
gcagcttcaa
tcagcaccgg
<210> 49

<211>1015
<212> ADN

tgttttetga
taatataata
gccttecatat
tctatgggta
gtactccage
cagaaactce
tttctttgte
agtgtcaaca
acattacata
tgtctgegtt
tcttattttt
atgtggtgaa
aaccaatgcee
ttttctaagg
gacattggtg
tgceggagga
gctgcagtga

cagcagcagce

tgacaatatc
ggacagtagt

ctccagatgc

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica diversa

<223> secuencia de STAR49

<400> 49

ES 2384391 T3

attaattctt
tttttaattg
ctgaaaacct
attacaaatc
ctgggcgaca
acacaatgac
ctatcttaac
gacatctcat
tggtggtgte
tcctagtttg
ttectacate
tgacattaaa
tttattctgt
ggaatagaat
tgtcatttct
gg9ggagaggt
taataatgct

agtattgcgg

agctgtgget
gatggtccaa

tgagcttgga

agatacatta
gttgctactg
tgctgatttg
tccacacaat
gagtgagaca
aacgtatgtg
tgaactggcc
tccetitect
gatggttttg
gtataaagat
tgctaaggta
ataccttcta
attgctgatg
ttctaatata
ataccatctg
gctcttecgt
gcagtgecega

gatcecccacg

atagcagctg
tggegeccag

cagctgacgce

98

atgttttatg
tttataagaa
attagtgcat
gaggttgcag
ccatctcaca
ctttettttt
agaaacccca
agcttttata
ttatagataa
tttaatataa
atcctgtgtt
ttgttaaaat
gatttitgaa
tttaaaatat
gctactagag
ttetggtgte
cagttctgga

atggagcaag

agatgtgagt
acctagaaat

ct

ttaccatgaa
tttcatttte
ccacaaattt
tgagccaaga
aaaacacata
ttcttectet
ggacaatgat
aaaataacga
gcttatcagg
atgaatgttg
tteceetttt
attcttgcaa
aaatatgtag
tttgcatgta
gagccgactg
tgtagccatc
aggagcaaca

ggaaataatt

tctcacggtg

gcacatttecc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
%00
960

1020

1080

1140
1200

1242



aaaccagaaa
agggtcctge
aaaacaatgg
accagacacc
gacgtgctaa
aacaatgtga
ggaacccaaa
tgctaaaacc
gggaatgaca
ctacattttg
tctaagacag
ctgcaagctce
gaatacaggc
ttcaccatat
tcccaaagtg
aaagcaaaat

ccaaaccaaa
<210> 50

<211> 2355
<212> ADN

cccaaaacaa
taéaccagaa
gagtgtcctg
caaaacaatg
aacctggaaa
gtgacgtgct
acaatgagag
ggaacccaaa
tgctaaaact
gtcacactect
agttttggte
tgcctcocecgyg
acccgccacce
tagcaaggat
ctgggattac
tatgggaggce

CCcaaaccaaa

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica diversa

<223> secuencia de STAR50

<400> 50

caaccatcgt tccgcaagag cggettgttt attaaacatqg aaatgaggga aaagcctagt
agctccattyg gattgggaag aatggcaaag agagacaggce gtcattttct agaaagcaat

cttcacacct gttggtccte acccattgaa tgtcctcace caatctccaa cacagaastg

ES 2384391 T3

tgggagtgac
acccaaaaca
ctacaccaga
ggagtgacgt
cctaaaacaa
aaaccagaac
tgacgtgcta
acaatgggag
ggaacccaaa
caactaagtg
tgteccceccag
gttcaggcca
acacttgget
ggtctcaatc
aggtgtgagc
cattgttttg

atggagtcac

atgctaaaac
atgggagtga
aacccaaaac
gctaaaccag
tgcgagtgag
ccaaaacaat
aaccagaaac
tgatgtgcta
acaatggtaa
agaacttgac
agtggagtgc
ttctectgee
aattttttgt
tcctgacete
caccacacce
aactaagctc

tcatgctaaa

99

cagaaaccca
agtgctaaaa
gatgggagtg
aaacccaaaa
gtgctaacac
gggagtgacg
ccaaaacaat
aaccagaaac
ctaagagtga
tgaaaaggag
agtggcatga
tcagecctect
atttttagta
gtgatctgce
agcaaaaaqgy
atgcaatagyg

tgtagcataa

aaacaatggg
ccagaaacce
acgtgataaa
caatgggagt
cagaatccat
tgctaaaaca
gggaatgacg
ccaaaacaat
tgctaaggcce
gatttttett
tctcggctca
gagtagctgg
gagatggggt
cacctcagge
aggaattttt
tcceaacaga

tcaaa

60
120

180

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

1015



agtgactgtg
tgggaacata
tggttggagt
aggcggaagg
aacctgggca
agttcacaga
agagggtetg
tagccccaga
ttgccggcag
aaccaagctt
tagaagaagg
gcaatgagga
cctetgeoact
tcacacatag
ataccttcac
gggtgaggac
ctcctgtcte
tcatgtttaa
catcecctgeg
ctgattcceca
gctctaattt
ggtgtcattyg
caactggtct
ttgtgccgte
gggcaaacag
gagaccacat
gaatgtcaaa
ggggccatct
agccaaagca
gagtccaggy
ggagcaaggyg
ataaggtatg
acactattaa

ggtatacaaa

tgtgcacatg
tatgtgattg
gtggtgtgat
ggagaagceag
atttcctect
gatagtgcct
acacttgaqgg
cectygggeee
aagttaacct
accttcecegy
tctagggtgt
ctggggagag
cccagectte
ttacacacat
acatgcacac
attcaatggg
tctttgeccat
taaaccttee
gtggggacag
gtccaactcee
cgctettgtt
gggattgctt
ccatggaatt
cagggtggaa
atgccgtgtc
gtctggttat
gccatgagat
ccggaggtgyg
taaaaaaacc
agggcttctg
cectttaaga
tcatgggaaa
ttgagcctct

acaaaatceca

cgtgtgcatg
tatgtgtgta
gtgagtatgc
caggctcagg
catcagcgag
gggaggcatg
ggttctaatg
agcggtgceg
ctcttagect
cagtgtgtga
gagtggtact
cctggcccat
cagagaggac
acaatcacat
gcatgtgcac
tgaggaccaa
tctteccaat
caatggcgaa
gggtggcagce
agcttccaac
ttctttttta
tgadaccctt
tetttettta
agcagcctgt
tctcaactca
gtctagtaat
aaaggacata
tgagcactaa
ttagccacaa
aggagagggyg
ggtgggagca
gagtttggcet
actacgtgct

tcctetatgg
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tgtgaaagta
actatgtgtg
atgagtggct
tgtcgccaga
cetttettgg
aggcaaggcg
ggaaaggaaa
gcttccaace
cagtttecee
ggatgaaaag
cgtectggtgg
ggcttccact
cttcccaacc
atatgttcce
acacagtcac
caggtgtgaa
ccgatggagce
atgggettte
ggacaagcct
acctcatcct
tttttatcga
ctetgectca
gtgtgtaaac
tgatgtggaa
ccaattaaga
tcagatggct
tatatagtag
gtgccaggaa
accactgaac
cagctggage
gcatgagcaa
ggaacagagt
cgacattgtt

acattttagt

100

tgagtgtgaa
actggcagcg
gtgtgtatga
gaggctgaga
gcaatagggg
gaagtactgce
gacccacact
ataccaacca
acctgtaaaa
agctatgtac
gtgtggagaa
cagcaaggtc
agcactcece
atatagacac
tcatttctgt
gattgcttte
tactaggctt
tcaagaagtg
gcctggaggg
ccaggcagtce
gaactgggtg
cactgggage
agctaagttt
ctgcttgget
agcccagaaa
tcacctggga
ctagggtggt
gagaggaaac
atttgttttg
tggtaggagt
aggcagagag
ttacagaata
ctagtcactg

gactaacaac

tgtgtctata
tggggagtgc
ctgtggcggg
ggaaactata
cagagctcaa
gaggagggygc
gaattccact
tttecaagtg
tggcagaagt
gtgatgcact
gacattctag
agtctcttgt
acgctgccag
attcacacte
gttggagatt
tagaaaatga
ttccctcatt
gtgagtgtecce
aactgtcagg
ttcattcttg
gagagctttt
tggcttgagt
taggcagctg
cagatttctt
atgtggcecttg
agccctttet
ccacttctta
tectgtttigg
tgcaggttct
tatgtgagat
gtggtaatgt
gaaaaattca
agataggttt

aatataaata

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



ataaaagtga acaaaagctc aaaacatgcc aggcactatt atttatttat ttatttattt

atttatttat tttttgaaac agagtctcgc totgttgcec aggctggagt gtagtggtge

gatctcgget cactg

<210>51

<211> 2289

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica diversa
<223> secuencia de STARS51
<400> 51

ES 2384391 T3

101

2280
2340

2355



tcacaggtga
taatgtcagt
acacacatac
taaatataat
ttaactgcte
aactaacata
atatattcaa
gtaaaattaa
ctggaaacta
aagtggaatt
tcaagtttta
aatatttcat
agttgcttcet
tctcaagace
tatggtaatt
ataccaattg
attccctgat
tgttaatggg
gtgatgttaa
atatatactc
atacttttet
tctttecatte
ccagaattga
accctagtgyg

tgtgtccaga

caccaatccce
cttcattttce
aaatatgtgt
attaaaatat
taagcacttt
aatttattta
aatgttgtgce
aagtttatgc
ccattctatt
tgtcttattt
ttcacgttat
cgtatgtate
acattttage
tttttatcag
ttatttttaa
acaattggca
acttgttatt
tgtaaggtga
gcatctettce
attcctttgce
atataaccta
cacaggttgc
ttcattcctg
tgagtgttac

gtttctteet
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ctgaccacgce
tagctetgtt
gatacagtat
gtctttatac
acctgcagga
caattttaag
agcecgtcace
tcatttaaaa
ttetgectce
gecetgttigt
atagcatatg
tcacattttg
tgttgtgaat
ttttttaaaa
tttttgagga
tteetaceaa
ttcaggtgtt
tatttcatta
atgtgcctat
ccatttttga
ggtattaatc
taattctctc
tgggttetty
acttcttata

tccaatgggt

tttgagaagc
acagccatgg
gaatataata
tagataataa
aacagttttt
catttttaag
atcatcagtc
atgactccca
gtagttttge
gaccggcetga
tcataatttt
cttateccatt
actgetgceta
tatatactca
actgtcectac
cagggcataa
ttttttttet
tagttttgat
tggccatttyg
attatgttta
ctttatcaga
tgttggtaat
gtetecactga
gatggtgttt

tcatggtctt

102

actgtactag
tcteccatatt
taaaaatatg
tacttaataa
tttttattet
tgtatagttt
ttcataacte
atttcececee
ccactctaag
tttcatttag
cttcacttet
catctctcag
tgaacatggg
gtagtagttt
ccttttatte
gggttctcaa
ttttetttte
ttgcatttece
tatatcttct
ttttttgtta
cttaagattt
atcttttgat
cttcaagaat
ccggagtttg

gctgacttea

attgacttte
atctagtaca
tgttataata
cgttgagtgt
ggtgaaatac
agtggagtta
ttttcatatt
tectcaaccet
tacctcacat
tataatgtcc
aagcttgagt
tggacacttg
tgtataaata
agectggatta
aatagtagcet
ttctccacat
atgggagcca
ctaatgatta
ttaaaaatat
ttgagtttca
gcaaatattc
gctgttgtgt
aaagctgcgg
ttccttcaga

ggaatgaage

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



cgcagacctt
cccectggtyg
agtgttacag
aagagcaaaa
ggctcaggty
attttacaga
ttagctagac
agtcctttag
catttacaat
ggtgecgtctt
ctgattggtg
ccgagaagcc
atctcatgtt

ccatgggga

cgcagtgagg
ggttegtygt
ctcataaagg
gaacaaagct
gccagttatt
gtactgattg
acagagtgcet
ctagatacag
cctttageta
tacagagtgce
cgtttataat
ccactggett

gaaatgtaac

<210> 52

<211> 1184

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica diversa
<223> secuencia de STAR52
<400> 52
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tttacagcte
cttgectgact
tagtgcggac
tccacagcat
attcccttat
gtcecatttta
gattgctgca
aacgctgatt
gacacagtgc
tgattggtge
cctctagcta
cacctetcac

ccctaatgtt

ttaaaggtgg
tcaggaatga
acagagtgag
agaaggacac
ttgeectgee
cagagtgctg
ttcttacaga
getgogtttt
tgattggtgg
atttacaatc
gacagaaaag

tgttatactt

ggaactgagg

103

cgtgtccaga
agccgcagac
ctgcagcaag
cccagegggt
cacatcctge
attggtgcat
gtgctgattg
ttacagagtg
gtttttacag
ctttagctag
ttttccaagt
tggacatttg

ccagactgga

gttgtttgtt
cctcogecagtg
atttactgtg
tectgetget
tgattggtee
ttacaatecct
gtgcatttac
ctgattggtg
agtgctgatt
acacagagtg
ccccacetga

tceceecaaa

tgtggetyggy

1580
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280

2289
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ctcttettty
cacaagtatt
aaagggcaaa
ccececttggt
gcagtgtttt
taaaatggtc
ttggctactt
cttatttttg
aaaataatga
cttctececgte
ctgaggagta
aagtaggatg
cacccaatcc
agacttgagt

atataaacgc

ctggaatata
tatgatggtt
cctttcttta
agatttacag

gcttcttcag

tttttttatt
tcagaaactce
gtgacagaaa
gtatttttta
tacgctacca
tttatgacat
attgaaacayg
tttaattgaa
ggaaaagaat
cgattccttce
gtatgcaaat
ctgattggtt
aggcgattca
acgaccicac

tacataatgt

aattatccct
catgtagaaa
aattaatcct
agcctttcect

cgaagttcca

<210> 53

<211> 1431

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica diversa
<223> secuencia de STARS53
<400> 53

ES 2384391 T3

ttggggtgtyg
caagtaatat
tacaggatta
tcttaggatg
cggtaatttt
aaaattatca
taaacattac
tgtttatttt
acttttettt
tctteccaget
tttggatgat
gacaacaata
tgcaaataaa
gtgttcagtg

tcaactcaat

tttttaaaaa
tctaaatgga
cagtgaagga
tggagaaace

catggcaccg

tgggtacgtg
tctgtctgtg
ttaaaagcaa
cagcactttc
atttagaaac
gcattcatat
gaaaattagt
attaggtaaa
cgctttgcga
gccacagccg
tgacacctac
ggcgtaaacc
ggaagggagt
gtggatattg

tgcttgcctt

taaaaaaata
cttcecaacge
ggctgtttte
cgctectagge

ccagatggca

104

taagatgaga
agttcacggt
aataatgttc
agcatgccca
ccecatgttca
ttttgtgttt
aaacaaatct
tatacaatca
aagcaaagtg
actgacaggc
agtagaagcc
ttgacgtttt
cacattacca
cacagacgtc

ggcctttcee

agaattatgt
atggaatttt
ccctagattt
acagatggtc

taag

aatgtacaaa
aaataaataa
tttgaaatcc
agtattgaaa
cttttagttt
taatattcct
ttgatagttyg
aatttattta
atttttcatt
tcceggegge
aatcacgtca
aaaaacctga
ggggccagag
tgcaaggtct

aaacttgtca

agtgcacata
cctatttcee
caaaaggacg

agtaaattta

60

120

180

2490

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

11490

1184



ccctgaggaa
gcagacgtgce
tccettetta
ctectttctac
gtcccaaace
ataacccagy
aaggcgtgtyg
aggagttgag
tcttgectca
tttcacgaac
aagtgttcac
ttagecgttta
tgatgagcaa
aaacaagtat
tgactactga
acacgcacac
acacaccaag
tcaagctcce
agcagtcact
tattgtgcac
tggaattgct
gctgageget

accceegtte

agatggtggt

<210> 54
<211> 975
<212> ADN

gatgacgagt
tattctgtta
caattttcta
tecectgeccet
ccaagtaagce
cgaggaagtc
caggtecctga
attgcgttgce
gcctcaggga
atgggcatgg
aacagtgaaa
cgttgtattt
gacatactta
tgtcggttac
gggcagttet
aaaccacacc
taccagtata
ctcactctgt
gacagttaat
acagctctgt
gtgtcaaagg
gttetaggty

tagaggagga

cttgctetgt

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica diversa

<223> secuencia de STAR54

<400> 54

ES 2384391 T3

aactcegtaa
tgatactggt
ctgtacagca
gtatatatcc
¢cctgatatge
actgtggcat
gatagggcag
cacgtggtgg
tacgacacat
ctgcggaccee
agttgagcgt
tcttacactg
atgcatattt
ctctgcatygg
gagtgtttaa
acacacacac
agcatctgece
ttcctggtceca
aaacctttgce
gcacgtgtgt
agtcatttat
ctagagcgac

tgtttccagt

ccaggctaga

gagaacctte
atceccatcetg
ttgaggctga
ggggatcete
gggccacace
gaacagatgqg
aatcggagtg
gaactcactg
gcccatgatg
ctegtcatca
catttttctt
tgtcattctg
tggtttgtgt
aacagcatta
tttcagattt
acacacacac
atctgeotttt
gcatgtactc
aaacgttcce
gcatatttct
tcaacaaaac
gtcagggaac

tgttgggttt

gtgcagtggc

105

cactcatceg
tcacttgctce
acgatgagag
cctacccagg
tttctctage
ttcacttega
tgcagggtct
ccacttattt
agaagcagaa
ggtgcatagc
agtgtgccaa
ttagatacta
atccatgcac
ccctectete
tttcetetge
acacacacac
cccattgeca
ccetcatecg
cagttgtttg
ttaggaaaga
actaatgagt
aaggcagaca

tgtttgtitg

atgatcatag

ccacatcecct
cccaaatcat
atttcccatg
atgctgtggg
ctaggaattyg
ggaaccgtgy
gcaggtcagyg
cctteteotet
cgtggtgacce
aagtgaaagc
gagttcgatg
acattttcat
ctaccttaga
tccccagaty
atttacacac
acacacacac
tgcgtectgg
attccectgt
ctecgtgecat
ttettagaag
gcgtectegt
ggagttcctg

tttcttectag

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320

1380

1431
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106

ccataaaagt gtttctaaac tgcagaaaaa tccccctaca gtcttacagt tcaagaattt 60
tcagcatgaa atgcctggta gattacctga ctttttttge caaaaataag gcacagcage 120
tctctcocctga ctotgacttt ctatagtcct tactgaatta tagtccttac tgaattcatt 180
cttcagtgtt gcagtctgaa ggacacccac attttctett tgtctttgtc aattetttgt 240
gttgtaaggg caggatgttt aaaagttgaa gtcattgact tgcaaaatga gaaatttcag 300
agggcatttt gttctctaga ccatgtagct tagagcagtg ttcacactga ggttgetget 360
aatgtttctg cagttcttac caatagtatc atttacccag caacaggata tgatagagga 420
cttcgaaaac cccagaaaat gttttgccat atatccaaag cocctttggga aatggaaagg 480
aattgcgggce tcccattttt atatatggat agatagagac caagaaagac caaggcaact 540
ccatgtgctt tacattaata aagtacaaaa tgttaacatg taggaagtcet aggcgaagtt 600
tatgtgagaa ttctttacac taattttgca acattttaat gcaagtctga aattatgtca 660
aaataagtaa aaatttttac aagttaagca gagaataaca atgattagtc agagaaataa 720
gtagcaaaat cttcttctca gtattgactt ggttgctttt caatctctga ggacacagca 780
gtcttcgett ccaaatccac aagtcacatc agtgaggaga ctcagetgag actttggceta 840
atgttggggg gteccteocty tgtcotecocca ggcgcagtga goctgeagge cgacctcact 900
cgtggcacac aactaaatct ggggagaagc aacccgatge cagcatgatg cagatatcte 260
agggtatgat cggcce 975
<210> 55
<211> 501
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<220>
<221> caracteristica diversa
<223> secuencia de STAR55
<400> 55
cctgaactca tgatccgecce acctcagecet cctgaagtge tgggattaca ggtgtgagcec &0
accacaccca gccgcaacac actcttgagc aaccaatgtg tcataaaaga aataaaatqgg 120
aaatcagaaa gtatcttgag acagacaaaa atggaaacac aacataccaa aatttatggg 180
acacagcaaa agcagtttta ggagggaagt ttatagtgat gaatacctac ctcaaaatca 240
ttagectgat tggatgacac¢ tacagtgtat aaatgaattg aaaaccacat tgtgceccat 300
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15

acatatatac
gagctcaaat
aagttgacag

ttgaagagat

<210> 56
<211> 741
<212> ADN

<220>

<400> 56

acacaggaaa
gttgcecegge
gaaggaagtc
gcecgecatga
gaactcctea
ttattgcceg
agttgcacgt
ctgatgatac
gttatcgteg
tcaatgccaa
ctgctgtacce
agcgatggtyg

cgttcgeget

<210> 57
<211> 1365
<212> ADN

<220>

<400> 57

ES 2384391 T3

aatttttatt tgttaattaa aaataaaata aaactttaaa aaagaagaaa

aaacaaccta actttatacc tcaaggaaat agaagagcca gctaagecca

aaggaaaaaa atattggcag aaagaaatga aacagagact agaaagacaa

cagcaaaact a

<213> Homo sapiens

<221> caracteristica diversa

<223> secuencia de STAR56

agatcgcaat
aacatggtgt
ttactgctgt
agcagattaa
aagaagccgt
gggatgggga
cattctcaga
ggatgtgett
ggtatgggeg
acgtgtttac
gccatcgaaa
ctctgacggg

ggactgctgt

<213> Homo sapiens

<221> caracteristica diversa

<223> secuencia de STAR57

tgttcagcag
agcagccagc
cgccgecogga
agaactccag
tgaatatgga
gtaaggttag
cgaaccgatg
ctcegtatac
ctgettcgea
cggatcatgce
cgggcacata

ttcgagttet

g

agectttgaac
cagttatttc
gaacaggttg
cgcctgeteg
cgggcaaaaa
tcagcegttg
actggatgga
accatgttat
gacaggcaga
gccagaatge
caggcagagt

gctgtgataa

107

cggggatgac
tctggcgtaa
ttectgecte
gcaagaaaac
agtggatagc
tctcegggty
tggcegecge
cggagagctg
acttgatggt
gctgttgctt
ggccgtgaaa

cggagagaga

ggtctecctce
gcaataccag
tgaacttgcet
gatggaaaat
gcacgegecec
tcgegtgege
agtcgtcaca
ccaacgtatg
atgcetgega
gagcgaaaac
gaaagcaatc

ctgcgtgtca

360

420

480

501

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

741
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tccttctgta
gcttgtatgt
ttctggagat
ttaatgatgg
aattatttat

ctgagaatgt

tggctttgaa
ggctgaggcec
gaaacgaaaa
cgaccgagga
acttcggaag
gtccagaatt
ctcgcggtga
cggatgtgtt
agectgcagac
agcagcagcea
accccagcgg
cccacatect
ttacaatcecc
gtctccacac
gtgcattcac
ggtagataca

caggtcccca

<210> 58
<211> 1401
<212> ADN

aataggcaaa
tggaaatttt
gtggcagtga
acaaaacaac
atgtgcattt

acacgtggcg

gctgagtggt
agcgggaaag
tgagtgtget
ggagctcaaa
cgcttctgag
cgtgggttet
gtgttacagc
cagagtttct
cttcgecggtyg
agatttattg
gttgccactg
gctgattggt
tgcgcetagat
aaaggttctc
aaaccctgag
gagtatcaat

ccagactcag

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica diversa

<223> secuencia de STAR58

<400> 58
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atgtatttta gtttccacca cacatgttct

atccaattat
ataaaaaagt
acattcttaa
acatgtgtat

cgaacgaggc

gcttccacgt
aggttccagt
gaaataggac
ggagcgageyg
cgggtaaggc
tggtctcact
tcttaaggtg
tccttctggt
agtgttacag
caaagaatga
ctggcteege
agagccgaat
acaaaggttc
caagygcccca
ctagacacag
tggcgtattt

gagccoaget

tcaattaaca
tatagtttet
atatatattt
gtatacataa

tgggcggtca

gaaaaggctg
gcgctetggg
gctagaaagg
gggaagygccyg
cgetgggage
gacttcaaga
gcgcgtctgg
gggttegtygg
ctcataaaag
aagaacaaag
agcctgettt
ggtctgttitt
tccacgtcce
ccagagtagc
ggtgatgact
acaatcactg

ggcttcacce

108

ctataccaac
gattttgtgg
catcaaaatt
atgggcggtt

gagaaggcct

gaaagggcat
aacggaaagce
gaggcagagqg
ctgtggagcc
atgaactgct
atgaagaggg
agtttgttec
tctcgcectage
cagggtggac
cttccacact
tattctctta
gacggcgctyg
caccagatta
tagatacaga
ggtgtgttta
agctaggcat

agrgg

tttctgtagg
aatctgctaa
agcttggact
atagtgggtg
actggctgca

cccaaggagqg

tccaagaaaa
gcacctgcect
ctggcaaaag
tggaggaagce
gagcaggtgt
accgeggacce
ttctgatgtt
tcaggagtga
tcaaagagtg
gtggaagygy
tctggcceccca
attggtgcgt
gctagataga
gtgttgattg
caaaccttgce

aaaggttcte

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1365
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aagtttacct
ggaatgtctc
tacatgaact
ggagtatcta
ctaggagatt
ttaaattttt
cataatttaa
ttttagttac
aaaaatcaga
caatgcatca
gccaaacaat

tacctgttta

aatttgttgt
agtttaaaga
aaaaacttct
gggtatctca
tttatttgtt
gacgcttcaa
aacaaaatga
aggaatgtta
tacttgctta
atggctgttc
ggaaggttac
atcatctcec
<210> 59
<211> 866
<212> ADN

tagccctaaa
ttaggagata
aaaatgttag
gataccaact
cacctattta
aagctactac
aatcattgaa
atatatatcc
cgttttgtat
agcagtggca
ccettgaaat

tacaagggta

aacatgatta
gagaaaagga
aacactatct
ttagcactgce
ttctecagett
tgaccttcag
agcactcttg
acagaataaa
aggcctggcee
ttgtaggatg
agtagtactg

actgctcttg

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica diversa

<223> secuencia de STAR59

<400> 59

ES 2384391 T3

ttatttcatt
aggataacat
aactgaaaaa
ttaacaactc
gcatgatatce
aatcctatta
atcttctgat
aatctactge
attctcatat
aaacaggaga
ttgatgaagt

tcacctttga

ttataaaatt
gttaagaata
tcaaatcttt
aaattcaaca
tagccaatgt
agagetottit
atgtcagtca
aagatagacg
atatttctca
gtttgactgt
ttggctcetg

t

gtgattggca
atgtctaaga
aaattattgt
aactttaaca
ttttattgat
aattttaact
tttaactcct
cgctagtaga
tcactaattt
aaaattaaaa
gactaatcct

aatctcaaca

ctgatataac
attacatttt
ttctcecattg
ttttcgatty
ttcactattg
cagtecttec
ctcaaataaa
tgacaccagt
cagttgatat
tggattccte

gaatatagat

109

ttttaggaaa
aaattatatt
aactccttce
acttcgaacce
aaaaaaatat
taccagtgtt
cagtcttgaa
agaagcttgg
attttttaaa
ttggttgaaa
gagttattgt

ttaaatgaaa

attttttatt
cattagcatt
ccttctgaac
ctaatttttc
accatttget
tggactactt
tggaaatggg
tgcttcagtc
ggcgeaggge
atcttcecte

tcataaagaa

tatgtattaa
gaaatattat
agcgtaggea
aaccagatqgg
aaaacttcca
ctcaatgcta
atctacttat
aatttgagaa
tgagtttctg
agatatgtgt
ttcaaatgtg

ttttataagc

acctgtttag
gtccgggtge
atacccactt
tccctaaata
caagtatagt
gcatgcttcece
cccatttact
catctccatt
acatgtttaa
tcettaggaa

ctaatggagt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

720

780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1401
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gagatcacgce
caaacacaca
aggatacatc
tcaagggagg
ccaagaagcg
cagaccccac
tegeteegte
gttgcgtyggt
cgggtgcceg
tcgcctgtceg
cgttcagtag
ccgggetece
ggtgacggtt
ttgacctegg

cagcgctage

cactgcactce
aagccagtca
cagcaccegg
gtttgagagg
atattcattt
aacceccaac
aggctctagt
ggggtggggc
ggacgtgggg
ggacgtctce
ggaccttgtyg
aagagtctce
ggtgacggtg
tgggacaggt

aagcatggtc

ES 2384391 T3

cagcetgggg

aggtgtttaa

gggaaacgtc
tagtcccgea
ctagcctgta
ccaccccacce
cacaccgtgt
cggctgtgga
cgtggggcogt
cctcetggte
ggtggaagtc
ccggagygcygyg
atgtacttcg
cagctttygceg

ccgagyg

<210> 60

<211> 2067

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica diversa
<223> secuencia de STARG0
<220>

<221> caracteristica diversa
<222> (92)..(1777)
<223>nes a, ¢, g, o t en diversas posiciones

<400> 60

gacagagcaa
ttcgacggtg
gatgggtggg
agcggtgatg
gccacccaag
cccaccccte
ggttttggaa
cagaggaggqg
gggtggaaty
ccctcoctetga

accatccctt

ggecttgggce

gaggcctcgg

gagtcecogtg

110

gactcecatect
tcaggctcag
gtggaatcta
gcctaaggaa
agggagaatc
ccacctcgtg
cctcecagegt
gataaagcgg
gccagagecet
cctacgctcece
tggactttag
aggctcacaa
gccaatgcag

cgtoctteca

cagaaacaaa
gtctcttgac
ttrtgtggee
gcecccteege
gggctegeca
aaatgggctc
gtgtgcgtgg
cggtgtecey
tgggaactcg
acatcttcgce
ccgacgaagyg
ggatgctgac
aggtatccat

gagactcatc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

866



agcagtgcag
gcaaaaaata
aaactggact
cgccacctgce
ctgcacaccc
ctgagaaatg
cccatgagat
gtggtgagtc
tgatgggccc
ggctcaaagc
agtgcagcct
attacccatc
aatacagtat
tatgtgttaa
ttaggttttt
cntctnacce
cagaaatgtt
tgagagagct
aataggcata
tgcaaaacac
gagaccagga
agtaaatact
gtcatttaat
agaaactcag
gttccegtee
ctcgtcataa

Caaaccatga

aactggggaa
acacccctca
tcgtagaagce
atacaaacct
tcgtgecttce
tattcatcct
gctctgcetat
ctgggctgtg
ctgaattctc
ctggcccaga
tctcctecac
tttgtttctc
ataattgtat
tggaccgttt
ggcgaagtca
ccatgttgtt
agcttgtgte
cttggccatc
aaactacatt
caacgtcagt
getgcagycg
tcatactcag
cctcacagca
aacggttcaa
aagcagtcag
ggcggggagr

aagaatgagg

ES 2384391 T3

gaagaagagt
ccaggtggea
taattgcttt
gtcagccgac
acactggccg
tcaaagccct
ccccatctcet
ctgtgatgtg
tatctctagc
tgccaccttt
caggaactct
cgtgtgatcg
aattattett
atgttactgg
aaagttatat
caanggtcaa
actagtatct
tctactaatyg
acatcattcg
acacatatga
ttagatagaa
tacgtgccaa
tcccacggtg
cacatatgcg
accccgagtg
gntctgtttc

cagtattcan

ccctacacca
tnattactct
atccagagcc
cccaaagccc
ttccecaage
gctcatgtgt
cctgcccecat
ttcgcctgen
acctgtgcte
tccagggtge
tgcagcccca
tattattaca
aatacagtat
taaagcttta
gtgcatttte
ctgtctacac
ccecttctea
actgaagttt
agtgccaatt
dagaggaaact
tatggtgacg
gcactgctat
taattatttt
agaagtcgca
cacactctceg
agccagatgce

gagcagatgg

111

cttaatactc
ccttcattga
acctgecatac
tcagtcgcac
ctggggcata
cctnntcaac
agcttaggca
atgtntgttc
agtaaaggct
ttceggggge
cccctgagca
gaattatata
ataattatac
agtcaacagt
aacttcttga
atatcatagc
taagcttaat
ttatttatta
ttgccacctt
gcccgagaac
agagttacga
aagcgcetctg
cattatcccc
gccggtcagt
acccctgtcce

tttatgcatc

ngctgggcag

aaaagtactce
gaaaattagyg
aaacctgcag
caagcctcectg
ctncccagct
aggaaaatct
nacttctgtg
ttccccacaa
tgggaaacca
caccaaccag
cctgcaccee
ctgtattctt
aaatacaaaa
gggacattag
ggggtceggta
taattcacta
acacatacct
tagatgtcat
gaccctcttt
tgaagttcct
ggatgacgag
tatgtgtgaa
atgagggaac
gagagagcag
agcagactca
tcagagtacc

taaggctyggg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560

1620
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cttcagaata
aaatagccaa
tgtaaaatcg
cctgetgeca
cttcectctaa
aggceccctag
cagcattcaqg
actggcagca
<210>61

<211> 1470
<212> ADN

gctggaaagc
agtccctagg
cacctgagte
ccaagtgggce
cttcacctee
ccagggtcee
gatggtetge

ctagccccgy

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica diversa

<223> secuencia de STAR61

<220>

<221> caracteristica diversa

<222> (130)..(976)

ES 2384391 T3

tcaagtnatg
ctgtaaggygg
tcetggtett
catggttcag
aaaggcacag
ggcececccgge
gttcatgtag

ctcctgt

<223>nes a, ¢, g, o t en diversas posiciones

<400> 61

ggacctgcaa
aaggtgtgcce
atgagtnctg
ctgtgtaagt
tgcacctggt
ccceggcage

acctttgttt

112

gaaaaatcca
aggtgcaagt
ggtgtaccce
gctgagegge
tcctecagea
tgcteccaget

tcagtctgtg

ttgtttngat
ggagctctaa
agtgaaaggt
agccggacceg
ctcagetgeg
tcctteccca

ctcegaggte

1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040

2067
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cagcccccac
cagaggccaa
gccgagagtn
gatggcactg
ctggggtatg
aggacagcca
tettttotgy
agggctggce
cctcetgtgg
aggagaggga
gaatécaaag
aagcagggag
taggaaggat
agggceecgt
ggctgggtga
ccectgageag
ccnctgagtg

ggcttgectg

cagecccgagg
atctcagctc
accctagecce
tactgcattg
cttgettcac
ggacagtcac
cagtcactgg
<210> 62

<211> 1011
<212> ADN

atgcccagcc
ggccctgectt
ctcttgtgaa
tggcangaayg
gacccgggge
ctggagagcet
gtctgtgtge
ttgcctegtyg
gtgcaggect
tggcagtgga
tgggcatgca
cctggecagqg
ggacggttgt
ggtgggttgy
ccaggnctgqg
gggctgcatt
atgagnacac

agccacacag

acttcccaag
tggtcagaca
cacccttate
agggaccaca
agtgcagcec
accaactcaa

ctgtgggtct

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica diversa

<223> secuencia de STAR62

<400> 62

ES 2384391 T3

ctgtgctcag
cggggacggt
ggaggggtca
tgaantagtg
cntctgttcet
ccaggcagag
tctgggectg
caaaggacca
gtgcgggtga
tgeectgtge
ctctgcactc
agggcccctg
gagacgggta
caccatctgg
ggtacagtag
gggtgctety
ccttgttttg

cagatggatg

gttgtggcaa
ctgcggagtt
ctctcccaaa
cagtgtggca
tcectgtecte
tactgctggg

gcagaggtgg

ctctgcageg
gggcctggga
ggagggygctyg
tgggtgcctn
agagcaggaa
gnacttgaga
ggccettect
ctctagactg
cctgagagee
aggatctgee
atttctttat
ggagaaggca
agtcagaacyq
gcctggagag
ccatgggagc
tgagcacaca
cagatgaatc

gtgtagctgg

actctgacag
gtgttgtaac
ggaacctgee
gaaggaacat
ttgcagagtg

ceccqtcacac

113

gggcatggtg
tgagcatggc
ctgcagctgg
gcaccccagg
ggtatggtga
ggccctgggg
ctgctceccee
gtaccaagtc
agggctggca
taatcatggt
tcatgtgtgce
ctgatgggct
ggctgoecac
ctgctcagga
aggtgcttac
cttctctatt
tgagcatgga

gacctgaggg

catgacccca
ccacacagct
ctttcectte
gggttcagga
cgtcttecac

ggtgggcagy

ggcagagaca
cttggectte
ggaggagggc
cacggccagc
ggacctcaaa
ccatcctgtce
gggcttggag
tggcccatgg
ggtcagagtc
gaggctggag
ccatcccaac
gtgttccatt
ctcggecgag
ggctctetag
ctggggctgt
cacctgagtce
gatgttaagt

caggcagtcc

gggaacaccc
ggagacagcce
attttecctct
cccagatgga
tgtgaagttg

caacggatgg

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

1020

1080

1140
1200
1260
1320
1380
1440

1470



agtgtcaaat
ggtgaagtgg
atgtcacagt
tcttgtctea
atggaaggtce
ggcctctgea
atctccagcc
tggctccaaa
gtgctttggg
caggaggtag
cttctettte
cttgggaaaa
agaagaggcece
tcaactagac
atgtatatcet
tttagctcag

cctcactcce

agatctacac
gtagagagaa
actgagacca
atttgcagtce
cgttttgtac
gcttcagatg
cccctgeggt
atgtcatcat
ctattttgat
ttgctttggg
atttggtgag
ctttattcca
ctagatttgt
ttgttcatgt
tgtttggaat
cccgtectgt

tccagagagce

<210> 63

<211> 1410

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica diversa
<223> secuencia de STARG3
<400> 63

ES 2384391 T3

aaaacaagat
atgcatccat
gggggcttat
taggccctge
ttcttgcttt
gatgtggtca
gttgctagttt
gctgcaccece
tccecegttgg
agagtttgga
actgttaget
aaacatagtc
acatctgggt
tgacatttag
atagtggagce
tatgggcagc

ggtcccctca

aatgtctgcc
tctcececcace
tcccageggg
tatttgatgg
agcagttcaa
gcttgttgga
gcttggetty
aggaagaatg
gtatattccc
cctatgggta
ctggcegcgy
acattgaaca
gttatgtcta
tcttgeettt
tatggtgtgg
cttgaagcte

cggctcattg

114

catttttcca
caacctctgce
cagaatgtgc
tgtgaaggct
agagcaggga
ggcgecttct
tctggetete
tgcaggccca
taggtaagac
tgaggtaata
actgaattcc
ttgtggagaa
taaatagaat
tcggtggtga
cattttcate
agtagctaat

agagttrgtce

aagataatgt
taaattgtcec
accaagcace
tgcacctgge
gagctgcgag
gtggtccatt
catgccttgt
tctettttat
ccagaagaca
gacacagtat
acacagctca
tgagggacag
gctttggtgg
tttaaaaatt
tggetttittg
gaagaggtat

a

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1011



ccacagcctg
atgccgaage
cattacctct
tgagtgggag
tgagacagtc
ctecgectee
ggtgcccgec
gttgcccagg
agtgctggga
ataaaatgca
agcgcgectg
gtccttgcetce
tcagaggcect
tcctecogtyg
agtgggggtc
tgggctgaaa
ttggaggagg
aacaaggcge
actccatget
cttggggaat
gcgagceggay
ccagagcgcg
cgcgctgtgt
gggctcatygy
<210> 64
<211> 1414
<212> ADN

atcgtgetgt
tttgagcttt
tgtccaggyy
ggactgcttg
tttctctgtt
tgggttcaag
accatggctyg
ccggtccega
ttagaggctt
aaataagatg
tcctgaagea
ttacagagga
ctcacgggtg
cggggcatgt
tctgggetgce
gcgcageceg
gaggggecga
cgegttcteg
cggaggactg
cggggccttg
cagaggctgg
aggtgcagaa
agagggcgcc

gttcccageg

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica diversa

<400> 64

<223> secuencia de STAR64

ES 2384391 T3

cgatgagagg
ttgtttctgg
aggggctggg
ggctgaccac
geccaggcectg
tgattctect
gctaattttt
actcctgece
gagccactgc
atataaacac
tcgccecctct
gtgagctgcc
ttctgggttg
ccaggccgec
tgtggggact
aggggaggtc
ggagccggcg
atggggtggg
gcgtccocgege
gactggaccce
gcagcceceygyg
ccagaggcectg
cacccegtgg

gctcagacgc

aatctgctct
cttaaccttg
ggagtgectg
ataatattet
gagtgtaatg
gcttcagett
gtatttttat
tcaagtgata
gcctggccag
aaaggtgtga
gcaaaagcag
tatgcgtetrt
ctgccacttg
ctctctgaag
gggcaggctc
cccagggagg
acactccgtg
gtcecgettte
cctgttccaa
tgggggette
ggaagcgcete
gtccecgegge

ggcgaaccec

115

aagggtctga
gtggatttte
gagctgtagg
gctgcgtatt
gettgatage
ccggagtagce
tagcaatggq
cacctgectce
ctgcatattg
aataagatgg
gggtcagcat
ccagccactt
caggggtgct
gcttggcagg
ctggaagacce
ccgctgtcegg
acggcccagg
ttttctcaaa
tgctgcocecg
gcggagcecegg
gccaaagceeg
gctaacgaga

cttectcaac

gcggagggag
acccteotygyy
gacagagggc
aatttttttt
tcactgecac
tgggactgca
gttttgetat
ggccteccaa
ttaattagac
acacctgctg
gtgttctccg
cetgggetge
gaggcggggc
tacaggtggg
tcecetgtgtt
gggtgggggce
aacgtcccta
agctgcagtt
gggcccotgge
geetggeggg
ggcgctgctce
gaagaggaag

tecatggacyg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
560

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1410
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tggatcagat
actgtatctg

aagttcatga

ttgttttata

tttcccatta

ES 2384391 T3

ccctecectte tactgetcetg agagttgtac atcacagtcet

ttataatttt tttgcactgt gettgectga

gtcteectac cctoctceca aatgagacat

ggacctttga

gggaccacca ccccaccttt catgctgetg ttatccagga ttttagttca

aaccecccaa
atatggtgac
ttcagtctct
ccagctctcea
gagatggggt
cccaccttgg
tgagaaagcg
ggacggtttt
gatgttettt
cctttggtga
ggtttetgtt
gccactttgc
ctgcggaagg
gegtgactece
atactgtctr
cacctecact
ttgcaagggc
atgctcaggc
cgecgatggt
gccgeagggt
<210> 65

<211>1310
<212> ADN

atgagtcatt
ctgtttattt
ttcctaatga
gagcacttgt
ctcattatgt
cctcccaaag
tttgttttge
tttccttcag
tgcaagtaac
getgcagtgg
ttttactgac
caggctggaa
ccctgccaca
tgttcaggct
cacaccccct
tggattttaa
caggctcatc
tgagatggag
ggagggtcct

cttttgagcc

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica diversa

<223> secuencia de STAR65

<400> 65

tttattgttt
gctectecatt
ggtgtctcege
tgtctgaaaa
tacccacact
tgctaggatt
ccttgectete
ccctttgaag
gtgtcttttc
atttgctttt
aatttgtttg
ggcagactte
tgcagggcect
ggcactteccc
cctttcttct
atcctctgte
agccctgtcce
cagaggcctg
cgaaagctct

cttaaaagat

cgtatagtga
gtacctcatg
agcaattectt
agtettgtct
ggtctcaaac
acaggcgtga
agatgacagt
agtctgtatt
tctctgggta
ttcaagaggt
ttgatttgtt
ttctggtgte
cggtcctcat
agagctgagc
gatacctgga
tgtggaattg
ctgctgectgg
cagacgagca
ggggacgatg

ctct

116

atgtgtattt
ctctgctett
tacaagacag
tatttaattt
ttoetggetta
gcgacctegt
ttggggatag
ttcattatct
ttcttaaggt
caagagaaag
tteccaccea
ctgttcacag
tccecttgeat
cccagcctga
ggttttcctt
tattcggcac
aagcagcaca
cccagctcag

gcagagctat

agggagcctc
atgctttcet

acagtgtttt

gggtttgett
tccttctaga
ccaagatagg
ctttttetta
aagcggtcct
ccagectgte
aattctaggt
ccctgcatta
tttectetttg
gaaagtgtga
gaggttcctt
acggggcagc
gtggacccgg
ccttcctece
tctttectgt
aggaagatgc
gcagagcctc
ctggggttag

tggcagggga

60
120
180

240

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1414
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gtgaatgttg
tcatttaaag
aaaagcagaa
taactctcect
gaatcatttyg
tacattaaat
atactggcta

tgaaaccaaa

taaagaatca
ttttcaagta
tttcttetat
ctgttagaaa
gataattgtt
tgtctttttt
catagatata
tatttctect
tgttctecte
taaccttgaa
agggatattt
aggctggagt
acttcagect

gtatttgtaa

<210> 66
<211> 1917
<212> ADN

atggatcaaa
gacaaaagat
ttectetecect
aactatctgc
attttggaat
atgtctggca
tggatgaagc

tacatcccaa

ccacaatate
caccttgtct
gtgtttagtg
atatgacgag
ttetettttt
tattatactt
cacgtgceccat
aatgctatca
cctgtgteca
attgtcttat
gctgctgett
gcttectegge
cccaaatggce

tagagacaat

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica diversa

<223> secuencia de STAR67

<400> 66

ES 2384391 T3

tatctttctg
gaggggttygg
gtgaagggac
ttaggtagag
aaagatagta
gtgttctaat
tccaatgtte

gaaatttttc

atcagatttt
tcattcattg
atatttaaaa
gctttaatte
aaaacaactt
taagttctgg
ggtggtttge
ccecctatet
tgtgttctca
gcattcactt
cttttttttt
tcaatgcaac
tgggactgca

gtttcaccat

tgttgtttat
agtctgttca
agtgactcct
atatatccat
taaaatgtgt
tttacagttg
agattgcaaa

agaagaaaaa

ttttatatgt
tactttattt
tttttattta
cgccatctat
gaattgggat
gatacatgtg
tgcacccact
ccccacceec
ttgttcatct
gtttggttgt
tctttttgag
ctccacctce
ggcatgcacc

gttggccagg

117

caaagttaaa
agcaaaggqgt
attttccace
gtacatttat
cccagtgttg
tccaaagata
gaaacttaga

aagagaaact

agaatattta
tttgtgaagg
atcaagttta
attttccget
tttatatcat
cagaacgtgce
aacctgttat
cgagaggcce
cccacttatg
tatatagcct
acagtcttgce
caggtttaag
actacacctyg

ctggtctcga

ataaatgtgg
atattaqggag
tcatttttac
aaaccacagr
atatacatca
atgttagggc
attttactaa

agtagcaaag

tteagttett
tttaaattta
tcagaaagtt
attatataaa
aattttttaa
aggtgtgtta
cgacattagg
cagtgtgtga
gtatctacca
ccatcaggac
tccgtcatce
cgattctcca

gctaattttt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1310



aggatcctaa
gaaggaatta
ttttcaacat
aaataattga
aaggttaccc
agtttcetge
cagcacttac
actgaggtac
tctatgtagg
tattccataa
gtaccacctt
aattttggta
ggaaaaggtc
aatgttggga

acttaagact

aaatttatgg
tggtatactc
tgtgtacagt
ctggatgaaa
atgtatatgc
aagaagccta
tatgtaacac
gcaaagacac
aaagtagaat
ttgtecteca
cattttttte
tttttggtte
atactctcat
gctttggttt
tattttgttg
atatttctta
atataaatag

<210> 67

aattttgtga
tttaattaag
ccaggtattt
gttttcececct
atacctacct
ttgactgtaa
tacaaccatg
agccgaactg
aagaagaaat
ttaatattaa
accctttctyg
ctgtaggtat
aagaaagtaa
aagttttaat

ggaccttttc

gctecttcta
tttcagattc
ctatatacat
tagcatatta
acatatatac
ttacttttta
acatttggct
ccttgcatag
ttctgggtca
gaaaagtagt
cttattggtyg
atgtctttta
tttcataatt
aatttcattg
ttttagcaaa
atctagataa

acgcatagct

ES 2384391 T3

ccctagagceca
tccagcaaaa
tctgtgtaaa
tcactttgcc
ctactaccgt
tgtttcagt
ctggaaaccce
tcaggcaagg
ggacataccy
taaccctgga
gatgaatcct
aacagacaaa
ataatgcttce
acattttgcc

tctaaaaatt

agttctacce
tttgtgtgta
atgtgtacct
tagaatattc
ataaatgtag
atggttgcat
tgttgtaaaa
gtctatteat
agcagtatgc
aacagtaaca
aggtrtggca
tteccttect
ttctaaagga
ctgcttttty
ttcttectata
aatatttcaa

gtgtgatttg

agtactaact
cccaaccaaa
aggttgagtt
agtgagagga
ctagcatagg
ttcatcccat
aagagtaaat
ttgctgtect
tccaggaaat
cagaaactac
tcacatgttg
gagagaacag
tagaagacac
ctaaggaaaa

gtgcttgatg

aactcaccge
tgtatatgtg
acatgtgtgt
ttttttcttt
atatagctag
gatattccat
ttttggtatt
tctttgattt
tcatttaaaa
attgatggac
ttttccatat
gcaaatttgt
atttgacttt
aagtgactgc
ttataattgt
gatgttgtaa

taattagtta

118

atgaaagtga
tcatctgtaa
gtatgctgac
aatcagtact
taaagtaatg
tgattcaaca
aggetgtgtt
ttggacttge
agatatatgt
caagtttcta
atacatttta
aaaactagag
aaaaagaaaa
aaactacttg

tgaattaaag

aaaactgttc
tgtgtgtgtg
atatataaat
aaatatatat
gtaggcattc
cataggagta
aataaaatag
ttaccttagg
tgtcattgca
tgcgtgtttt
gtttattgge
ggtgtgtctc
aaaaaaataa
tgtgttttta
gtatgctgga
ttacagtccce

tgtccattga

aatagagaat
aatatatttg
ttattgggaa
gtaattgtta
tacactgtga
gctatttatt
actcaacagg
ctgctttcte
tacatttecct
gacccttata
tccaaatgaa
atgaagtttyg
atgaaatggt
ttgaaattct

caacacaggg

ctagtaggtg
tgtgtttgta
atatatttac
gtgcatacat
atgtgaaaca
tagtacaact
cacatatcat
acaaaattta
tatttccaaa
ctaaaacttg
attttaattt
aactttattt
gacagccaat
tatactttta
acaaaaagtt
ctctaaaatc

tagatcc

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
1680
1740
1800
1860

1917



10

15

20

25

30

35

ES 2384391 T3

<211> 26

<212> ADN

<213> Avrtificial

<220>

<223> oligo para obtener el ligador que contiene MCSII de pd2EGFP-link

<400> 67

gtacggatat cagatcttta attaag 26
<210> 68

<211> 24

<212> ADN

<213> Avrtificial

<220>

<223> oligo para obtener el ligador que contiene MCSII de pd2EGFP-link

<400> 68

gtaccttaat taaagatctg atat 24
<210> 69

<211> 52

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador para la amplificaciéon de 0,37 kb de pd2EGFP

<400> 69

gatcagatct ggcgcgccat ttaaatcgtc tcgegegttt cggtgatgac gg 52
<210> 70

<211> 41

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador para la amplificaciéon de 0,37 kb de pd2EGFP

<400> 70

aggcggatcc gaatgtattt agaaaaataa acaaataggg g 41
<210>71

<211> 36

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador para amplificar el ORF del gen de resistencia a zeocina

119
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<400> 71

gatcggatcc ttcgaaatgg ccaagttgac cagtgc

<210> 72

<211> 32

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador para amplificar el ORF del gen de resistencia a zeocina
<400> 72

aggcgcggcc gcaattctca gtectgcetec tc

<210> 73

<211> 40

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador para amplificar el ORF de d2EGFP
<400> 73

gatcgaattc tcgcgaatgg tgagcaagca gatcctgaag
<210> 74

<211> 52

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador para amplificar el ORF de d2EGFP
<400> 74

aggcgaattc accggtgttt aaacttacac ccactcgtgc aggctgccca gg
<210> 75

<211> 41

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador para amplificar el gen de d2EGFP
<400> 75

ttggttggtc atgaatggtg agcaagggcg aggagctgtt ¢
<210> 76

<211> 36

<212> ADN

120
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<213> Artificial

<220>

<223> cebador para amplificar el gen de d2EGFP

<400> 76

attctctaga ctacacattg atcctagcag aagcac

<210> 77

<211> 42

<212> ADN

<213> Avrtificial

<220>

<223> oligo para preparer el ligador para crear MCS en pGL3-promoter-GFP
<400> 77

cgatatcttg gagatctact agtggcgcgc cttgggctag ct

<210> 78

<211> 50

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> oligo para preparer el ligador para crear MCS en pGL3-promoter-GFP
<400> 78

gatcagctag cccaaggcgc gccactagta gatctccaag atatcgagct
<210> 79

<211> 40

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador para la amplificacién del promotor de EF-1alfa
<400> 79

gatcggcgceg ccatttaaat ccgaaaagtg ccacctgacg

<210> 80

<211> 34

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador para la amplificacién del promotor de EF-1alfa
<400> 80

aggcgggacc ccctcacgac acctgaaatg gaag
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<210> 81

<211> 51

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador para la amplificacién del promotor de SV40

<400> 81

ttggttgggg cgcgcegeag caccatggcec tgaaataacc tctgaaagag g 51
<210> 82

<211>55

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador para la amplificaciéon del promotor de SV40

<400> 82

ttggttggga gctcaagctt tttgcaaaag cctaggcctc caaaaaagcc tcctc 55
<210> 83

<211> 11

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia alrededor del codon de inicio del gen de Resistencia a zeocina de tipo salvaje
<400> 83

aaaccatggc c 11
<210> 84

<211> 50

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador ZEOforwardMUT

<400> 84

gatctcgcga tacaggattt atgttggcca agttgaccag tgccgttceg 50
<210> 85

<211> 26

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
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<223> cebador ZEO-WTreverse
<400> 85

aggcgaattc agtcctgctc ctcggce
<210> 86

<211> 45

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador ZEO-LEUreverse
<400> 86

aggccccgcece cccacggctg ctcgecgate tcggtcaagg ccgge
<210> 87

<211> 45

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador ZEO-THRreverse
<400> 87

aggccccgcece cccacggctg ctecgecgate tcggtggtgg ccgge
<210> 88

<211> 44

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador ZEO-VALreverse
<400> 88

aggccccgcece cccacggctg ctecgecgate tcggtccacg cegg
<210> 89

<211> 11

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia alrededor del codon de inicio de d2EGFP de tipo salvaje

<400> 89
gaattcatgg g
<210> 90
<211> 49

26

45

45

44

11
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<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador d2EGFPforwardBamHI

<400> 90

gatcggatcc tatgaggaat tcgccaccat ggtgagcaag ggcgaggag
<210> 91

<211> 41

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador d2EGFPreverseNotl

<400> 91

aaggaaaaaa gcggccgcct acacattgat cctagcagaa g
<210> 92

<211> 57

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia espaciadora

<400> 92

tcgatccaaa gactgccaaa tctagatccg agattttcag gagctaagga agctaaa
<210> 93

<211> 99

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador ZEOforwardBamHI-ATGmut/space
<400> 93

gatcggatcc ttggtttatg tcgatccaaa gactgccaaa tctagatccg agattttcag

gagctaagga agctaaagcc aagttgacca gtgaagtte

<210> 94
<211> 38
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

124

49

41

57

60

89
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<223> cebador ZEOforwardBamHI-GTG
<400> 94

gatcggatcc accgtggcca agttgaccag tgccgttc
<210> 95

<211> 38

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador ZEOforwardBamHI-TTG
<400> 95

gatcggatcc accttggcca agttgaccag tgccgttc
<210> 96

<211> 35

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador BSDBamHIforward
<400> 96

gatcggatcc accatggcca agcctttgtc tcaag
<210> 97

<211> 25

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador BSD150reverse

<400> 97

gtaaaatgat atacgttgac accag

<210> 98

<211> 25

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador BSD150forward

<400> 98

ctggtgtcaa cgtatatcat tttac

<210> 99

<211> 24

ES 2384391 T3

38

38

35

25

25

125
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<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador BSD250reverse
<400> 99

gccctgttet cgtttccgat cgeg
<210> 100

<211> 24

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador BSD250forward
<400> 100

cgcgatcgga aacgagaaca gggc
<210> 101

<211> 24

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador BSD350reverse
<400> 101

gccgtcggct gteegteact gtce
<210> 102

<211> 24

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador BSD350forward
<400> 102

ggacagtgac ggacagccga cggc
<210> 103

<211> 38

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador BSD399reverse
<400> 103

126

24

24

24

24
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gatcgaattc ttagccctcc cacacgtaac cagagggc

<210> 104

<211> 103

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador BSDforwardBamHIAvrll-ATGmut/space
<400> 104

gatcggatcc taggttggtt tatgtcgatc caaagactgc caaatctaga tccgagattt

tcaggagcta aggaagctaa agcecaagect ttgtctcaag aag

<210> 105

<211> 44

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador BSD399reverseEcoRIAvrll
<400> 105

gatcgaattc cctaggttag ccctcccaca cgtaaccaga ggge
<210> 106

<211> 42

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador BSDforwardBamHIAvrlI-GTG
<400> 106

gatcggatcc taggaccgtg gccaagcctt tgtctcaaga ag
<210> 107

<211> 42

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador BSDforwardBamHIAvrll-TTG
<400> 107

gatcggatcc taggaccttg gccaagcctt tgtctcaaga ag
<210> 108

<211>375

127

38

60

103

44

42

42



10

15

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

ES 2384391 T3

<223> gen de resistencia a zeocina de tipo salvaje

<220>

<221> CDS

<222> (1)..(375)

<400> 108

atg
Met
1

gce
Ala

ttc
Phe

tte
Phe

tgg
Trp
65

gtec
val

atc
Ile

g99¢
Gly

gce
Ala

gga
Gly

gtg
val

atec
Ile
50

gtg
Val

grg
val

ggc
Gly

aac
Asn

<210> 109

<211> 124

<212> PRT

aag
Lys

gcyg
Ala

gag
Glu
35

agc
Ser

tgg
Trp

tcc
Ser

gag
Glu

tgc
Cys
115

<213> Artificial

<220>

ttg
Leu

gtc
Val
20

gac
Asp

gcg
Ala

gtg
Val

acg
Thr

cag
Gln
100

gtaq
Val

acc
Thr

gag
Glu

gac
Asp

gtc
Val

cge
Arg

aac
Asn
85

ccg
Pro

cac
His

agt
Ser

tte
Phe

ttc
Phe

cag
Gln

ggc
Gly
70

ttc
Phe

tgg
Trp

ttc
Phe

gee
Ala

tgy
Trp

gce
Ala

gac
Asp
55

ctg

Leu

cgg
Arg

ggg
Gly

gtg
val

gtt
val

ace
Thr

ggt
Gly
40

cag

Gln

gac
Asp

gac
Asp

cgqg

gce
Ala
120

ccg
Pro

gac
Azp
25

gtg
val

gtg
Val

gag
Glu

gcc
Ala

gag
Glu
105

gag
Glu

<223> gen de resistencia a zeocina de tipo salvaje

<400> 109

gtg
val
10

cgg
Arg

gtc
val

gtg
val

ctg
Leu

tcc
Ser
30

ttc
Phe

gag
Glu

ctec
Leu

cte
Leu

cgg
Arqg

ccg
Pro

tac
Tyr
75

999
Gly

gcc
Ala

caqg
Gln

128

acc
Thr

999
Gly

gac
Asp

gac
Asp
&0

gcce
Ala

ccg
Pro

ctg
Leu

gac
Asp

gcg
Ala

tte
Phe

gac
Asp
45

aac
Asn

gag
Glu

gce
Ala

cge
Arg

tga

cge
Arg

tce
Ser
30

gtg
Val

acc
Thr

tgg
Trp

atg
Met

gac
Agp
110

gac
Asp
15

cgg
Arg

acc
Thr

ctg
Leu

tcg
Ser

acc
Thr
95

ceg
Pro

gtc
Val

gac
Asp

ctg
Leu

gece
Ala

gag
Glu
80

gag
Glu

gce
Ala

48

96

144

192

240

288

336

375



10

Met Ala

Ala Gly

Phe Val

FPhe Ile

50
Trp Val
63
val Val

Ile Gly

Gly Asn

<210> 110
<211>399

<212> ADN

Lys
Ala
Glu

35

Ser

Tep

Ser

Glu

Cys
115

<213> Artificial

<220>

Leu

Val

20

Asp

Ala

val

Thr

Gln

100

Val

Thr

Glu

Asp

Val

Arg

Asn

85

Pro

His

Ser

Phe

Phe

Gln

Gly

10

Phe

Trp

Phe

Ala

Trp

Ala

Asp

Leu

Arg

Gly

Val

Val

Thx

Gly

40

Gln

Asp

Asp

Arg

Ala
120

ES 2384391 T3

Pro

Asp

25

val

vVal

Glu

Ala

Glu

105

Glu

Val

10

Arg

vVal

Val

Leu

Ser

Phe

Glu

<223> gen de resistencia a blasticidina de tipo salvaje

<220>

<221> CDS

<222> (1)..(399)

<400> 110

Leun

Leu

Arg

Pro

Tyr

75

Gly

Ala

Gln

129

Thr

Gly

Asp

Asp

60

Ala

Pro

Leu

Asp

Ala

Phe

Asp

45

Asn

Glu

Ala

Arg

Arg

Ser

Val

Thr

Trp

Met

Asp
110

Asp

15

Arg

Thr

Leu

Ser

Thr
95

Pro

Val

Asp

Leu

Ala

Glu

Glu

Ala



ES 2384391 T3

atg gec aag cct ttg tct caa gaa gaa tco ace ¢te att gaa aga gea
Met Ala Lys Pro Leu Ser Gln Glu Glu Ser Thr Leu Ile Glu Arg Ala

acg gct aca atc aac age atc ccc atc tct gaa gac tac age gtc gec
Thr Ala Thr Ile Asn Ser Ile Pro Ile Ser Glu Asp Tyr Ser Val Ala
20 25 30

age geca get cte tet agec gac ggc cge atc tte act ggt gtc aat gta

Ser Ala Ala Leu Ser Ser Asp Gly Arg Ile Phe Thr Gly Val Asn Val
35 40 45

tat cat ttt act ggg gga cct tgt gca gaa ctc gtg gtg ctg ggc act

Tyr His Phe Thr Gly Gly Pro Cys Ala Glu Leuw Val Val Leu Gly Thr
50 55 60

gct gct gct geg geca goct gge aac ctg act tgt atc gtc gocg atc gga
Ala Ala Ala Rla Ala Ala Gly Asn Leu Thr Cys Ile Val Ala Ile Gly
65 70 75 80

aat gag aac agg gyc atc ttg agc cce tgc gga ¢gg tgce cga cag gtg

Asn Glu Asn Arg Gly Ile Leun Ser Pro Cys Gly Arg Cys Arg Gln Val
85 S0 95

ctt cte gat ctg cat cct ggg atc aaa gcc ata gtg aag gac agt gat

Leu Leu Asp Leu His Pro Gly Ile Lys Ala Ile Val Lys Asp Ser Asp
100 . 105 110

gga cag ccg acg gca gtt ggg att cgt gaa ttg ctg ccc tet ggt tat
Gly Gln Pro Thr Ala Val Gly Ile Arg Glu Leu Leu Pro Ser Gly Tyr
115 120 125

gtg tgg gag ggc taa
val Trp Glu Gly
130
<210> 111
<211> 132
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> gen de resistencia a blasticidina de tipo salvaje
<400> 111
Met Ala Lys Pro Leu Ser Gln Glu Glu Sgr Thr Leu Ile Glu A;g Ala
1 5 1 1

Thr Ala Thr Ile Asn Ser Ile Pro Ile Ser Glu Asp Tyr Ser Val Ala
20 25 30

Ser Ala Ala Leu Ser Ser Asp Gly Arg Ile Phe Thr Gly Val Asn val

130

48

96

144

192

240

288

336

384

399
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35 40 45
Tyr His Phe Thr Gly Gly Pro Cys Ala Glu Leu Val Val Leu Gly Thr
50 55 60
Ala Ala Ala Ala Ala Ala Gly Asn Leu Thr Cys Ile Val Ala Ile Gly
65 70 75 80
Asn Glu Asn Arg Gly Ile Leu Ser Pro Cys Gly Arg Cys Arg Gln Val
85 90 95
Leu Leu Asp Leu His Pro Gly Ile Lys Ala Ile Val Lys Asp Ser Asp
100 105 " 110
Gly Gln Pro Thr Ala Val Gly Ile Arg Glu Leu Leu Pro Ser Gly Tyr
115 120 125
Val Trp Glu Gly
130
<210> 112
<211>600
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> gen de resistencia a puromicina de tipo salvaje
<220>

<221> CDS

<222> (1)..(600)

<400> 112

131



atg acc
Met Thr

ccc agg
Pro Arg

acyg cgc
Thr Arg

ctg caa
Leu Gln
50

tgg gtc
Trp Val
65

agce gtc
Ser Val

gag ttg
Glu Leu

ctg gcg
Leu Ala

ggc gtc
Gly val

130
ctec ccce
Leu Pro
145
gag acc

Glu Thr

acc gtc
Thr Val

atg acc
Met Thr

<210> 113
<211> 199
<212> PRT

gag
Glu

gce
Ala

cac
His

gaa
Glu

gcg
Ala

gaa
Glu

agc
Ser

ccg
Pro
115

tcg
Ser

gga
Gly

tce
Ser

ace
Thr

cgc
Arg
195

<213> Artificial

<220>

tac
Tyr

gta
vVal
20

ace
Thr

cte
Leu

gac
Asp

gcg
Ala

ggt
Gly
160

cac
His

cce
Pro

gtg
val

gcg
Ala

gcc
Ala
180

aag
Lys

aag
Lys

cge
Arg

gtc
Val

tte
Fhe

gac
Asp

999
Gly

tcc
Ser

cgg
Arg

gac
Asp

gag
Glu

ccc
Pro
165

gac

Asp

cce
Pro

cec
Pro

acc
Thr

gat:

Asp

cte
Leu

ggc
Gly
70

gcg
Ala

<gg
Arg

cce
Pro

cac
His

gcg
Ala
150

cgce

Arg

gtc
Val

ggt
Gly

acg
Thr

ctc
Leu

ccg
Pro

acg
Thr
55

gcc
Ala

gtg
Val

ctg
Leu

aag
Lys

cag
Gln

135

gcc
Ala

aac
Asn

gag
Glu

gcc
Ala

gtg
val

gcc
Ala

gac
Asp
40

cgc

Arg

gcg
Ala

ttc
Phe

gcc
Ala

gag
Glu
120

ggc
Gly

gag

Glu

ctc
Leu

tgc
Cys

tga

ES 2384391 T3

cqgce
Arg

gcc
Ala
25

cgc
Arg

gtc
Val

gtg
val

gcc
Ala

gcg
Ala
105

ccc
Pro

aag
Lys

cge
Arg

ccc
Pro

ccqg
Pro
185

cte
Leu
10

gcg
Ala

cac
His

999
Gly

gcg
Ala

gag
Glu
90

cag
Gln

gcg
Ala

ggt
Gly

gce
Ala

ttc
Phe
170

aag
Lys

<223> gen de resistencia a puromicina de tipo salvaje

gce
Ala

ttc
Fhe

atc
Ile

ctc
Leu

gtc
val
75

atc
Ile

caa
Gln

tgg
Trp

ctg
Leu

999
Gly
155

tac

Tyr

gac
Asp

132

acg
Thr

gce
Ala

gag
Glu

gac
Asp

tgg
Trp

ggc
Gly

caqg
Gln

ttc
Phe

ggc
Gly

140

gtg
Val

gag
Glu

cgc
Arg

cgc
Arg

gac
Asp

cgg
Arg
45

atc
Ile

acc
Thr

ccg
Pro

atg
Met

ctg
Leu
125

age
Ser

cee
Pro

cqg
Arg

gcg
Ala

gac
Asp

tac
Tyr

30

gtc
val

ggc
Gly

acg
Thr

cgc
Arg

gaa
Glu
110

gcc
Ala

gce
Ala

gce
Ala

ctc
Leu

ace
Thr
190

gac
Asp
15

cee
Pro

acc
Thr

aag
Lys

ceqg
Pro

atg
Met
95

ggc
Gly

ace
Thx

gtc
Val

ttc
Phe

gge
Gly
175

tgg

gtc
val

gce
Ala

gag
Glu

gtg
val

gag
Glu
80

gcc
Ala

cte
Leu

gte
val

gtg
Val

ctg
Leu
160

tte
Phe

tgc
Cys

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

600
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<400> 113

Met Thr
1

Pro Arg

Thr Arg

Leu Gln
50

Trp Val
€5

Ser Val
Clu Leu
Leu Ala
Gly val

130
Leu Pro
145
Glu Thr

Thr val

Met Thr

<210> 114
<211> 564

<212> ADN

Glu

Ala

His

Glu

Ala

Glu

Ser

Pro

115

Ser

Gly

Ser

Thr

Arg
195

<213> Artificial

<220>

Tyr
Val
20

Thr
Leu
Asp
Ala
Gly
100
His
Pro
val
Ala
Ala

180

Lys

Lys

Arg

val

Phe

Asp

Gly

85

Ser

Arg

Asp

Glu

Pro

165

Asp

Pro

Pro

Thr

Asp

Leu

Gly

70

Ala

Arg

Pro

His

Ala

150

Arg

Val

Gly

Thr

Leu

Pro

Thr

55

Ala

val

Leu

Lys

Gln

135

Ala

Asnh

Glu

Ala

Val

Ala

Asp

40

Arg

Ala

Phe

Ala

Glu

120

Gly

Glu

Leu

Cys

ES 2384391 T3

Arg

Ala

25

Arg

val

Val

Ala

Ala

108

Pro

Lys

Arg

Pro

Pro
185

Leu

Ala

His

Gly

Ala

Glu

90

Gln

Ala

Gly

Ala

Fhe

170

Lys

Ala

Phe

Ile

Leu

val

75

Ile

Gln

Trp

Leu

Gly

155

Tyr

Asp

<223> gen de DHFR de tipo salvaje (procedente de raton)

<220>

<221> CDS

<222> (1)..(564)

<400> 114

133

Thr

Ala

Glu

Asp

Trp

Gly

Gln

Phe

Gly

140

Val

Glu

Arg

Arg

Asp

Arg

Ile

Thr

Pro

Met

Leu

125

Ser

Pro

Arg

Ala

Asp

Tyr

30

val

Gly

Thr

Arg

Glu

110

Ala

Ala

Ala

Leu

Thr
190

Asp

15

Pro

Thr

Lys

Pro

Met

95

Gly

Thr

Vval

Phe

Gly
175

Trp

Val

Ala

Glu

Val

Glu

80

Ala

Leu

Val

val

Leu

160

Phe

Cys



ES 2384391 T3

atg gtt cga cca ttg aac tgc atc gtc gcc gtg tcec caa aat atg ggg 48
Met Val Arg Pro Leu Asn Cys Ile val Ala Val Ser Gln Asn Met Gly

att ggc aag aac gga gac cta ccc tgg cct ccg ctc agg aac gag tte 96
Ile Gly Lys Asn Gly Asp lLeu Pro Trp Pro Prc Leu Arg Asn Glu Phe
20 25 30

aag tac ttc caa aga atg acc aca acc tct tca gtg gaa ggt aaa cag 144
Lys Tyr Phe Gln Arg Met Thr Thr Thr Ser Ser Val Glu Gly Lys Gln
35 40 45

aat ctg gtg att atg ggt agg aaa acc tgg ttc tcc att cct gag aag 192
Asn Leu Val Ile Met Gly Arg Lys Thr Trp Phe Ser Ile Pro Glu Lys
50 55 60

aat cga cct tta aag gac aga att aat ata gtt ctc agt aga gaa ctc¢ 240
Asn Arg Pro Leu Lys Asp Arg Ile Asn Ile Val Leu Ser Arg Glu Leu

aaa gaa cca cca cga gga gct cat ttt ctt gcc aaa agt ttg gat gat 288
Lys Glu Pro Pro Arxrg Gly Ala His Phe Leu Ala Lys Ser Leu Asp Asp
85 90 95

gce tta aga ctt att gaa caa ccg gaa ttg gca agt aaa gta gac atg 336

Ala Leu Arg Leu Ile Glu Gln Pro Glu Leu Ala Ser Lys Val Asp Met
100 105 110

gtt tgg ata gtc gga ggc agt tct gtt tac cag gaa gcocc atg aat caa 384
val Trp Ile Val Gly Gly Ser Ser Val Tyr Gln Glu Ala Met Asn Gln
115 120 125

cca ggc cac ctc aga ctc ttt gtg aca agg atc atg cag gaa ttt gaa 432
Pro Gly His Leu Arg Leu Phe Val Thr Arg Ile Met Gln Glu Phe Glu
130 135 140

agt gac¢ acg ttt ttc cca gaa att gat ttg ggg aaa tat aaa ctt ctc 480
Ser Asp Thr Phe Phe Pro Glu Ile Asp Leu Gly Lys Tyr Lys Leu Leu
145 150 155 160

cca gaa tac cca ggc gtc ctc tct gag gtc cag gag gaa aaa ggc atc 528
Pro Glu Tyr Pro Gly Val Leu Ser Glu Val Gln Glu Glu Lys Gly Ile
165 170 175

aag tat aag ttt gaa gtc tac gag aag aaa gac taa 564
Lys Tyr Lys Phe Glu Val Tyr Glu Lys Lys Asp
180 185
<210> 115
<211> 187
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> gen de DHFR de tipo salvaje (procedente de raton)
<400> 115

134
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Met Val
Ile Gly
Lys Tyr
Asn .Leu
Asn Arg
65

Lys Glu
Ala Leu
Val Trp
Pro Gly

130

Ser Asp
145
Pro Glu

Lys Tyr

<210> 116

Arg

Lys

Phe

35

val

Pro

Pro

Arg

Ile

115

His

Thr

Tyr

Lys

<211> 1143

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

Pro

Asn

20

Gln

Ile

Leu

Pro

Leu

100

Val

Leu

Phe

Pro

FPhe
180

Leu

Gly

Arg

Met

Lys

Arg

Ile

Gly

Arg

Phe

Gly

165

Glu

Asn

Asp

Met

Gly

Asp

70

Gly

Glu

Gly

Leu

Pro

150

Vval

Val

Cys

Leu

Thr

Arg

55

Arg

Ala

Gln

Ser

Phe

135

Glu

Leu

Tyr

Ile

Pro

Thr

40

Lys

Ile

His

Pro

Ser

120

val

Ile

Ser

Glu

ES 2384391 T3

Val

Trp

25

Thr

Thr

Asn

Phe

Glu

105

Val

Thr

Asp

Glu

Lys
185

Ala

10

Pro

Ser

Trp

Ile

Leu

Leu

Tyr

Arg

Leu

Val

i70

Lys

<223> gen de resistencia a higromicina de tipo salvaje

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(1143)

<400> 116

Val

Pro

Ser

Phe

val

Ala

Ala

Gln

Ile

Gly

155

Gln

Asp

135

Ser

Len

val

Ser

60

Leu

Lys

Ser

Glu

Met

140

Lys

Glu

Gln

Arg

Glu

45

Ile

Ser

Ser

Lys

Ala

125

Gln

Tyr

Glu

Asn

Asn

30

Gly

Pro

Arg

Leu

Val

110

Met

Glu

Lys

Lys

Met

15

Glu

Lys

Glu

Glu

Asp

Asp

Asn

Phe

Leu

Gly
175

Gly

Phe

Gln

Lys

Leu

Asp

Met

Gln

Glu

Leu

160

Ile



atg
Met

gaa
Glu

gaa
Glu

cgg

aaa
Lys

aag
Lys

tct
Ser

gta

aaq
Lys

ttc
Phe

cgt
Arg
35

aat

cet
Pro

gac
Asp
20

gct
Ala

agc

gaa
Glu

agc
Ser

ttc
Phe

tgc

ctc
Leun

gtc
val

age
Ser

gce

acc
Thr

tce
Ser

ttc
Fhe

gat

gcg
Ala

gac
Asp

gat
Asp
40

ggt

ES 2384391 T3

acg
Thr

ctyg
Leu
25

gta
val

ttc

tet
Ser
10

atqg
Met

gga
Gly

tac

gtc
Val

cag
Gln

999
Gly

aaa

136

gag
Glu

cte
Leu

cgt
Arg

gat

aag
Lys

tecg
Ser

gga
Gly
45

cgt

ttt
Phe

gag
Glu
30

tat
Tyr

tat

ctg
Leu
15

ggc
Gly

gtc
val

gtt

atc
Ile

gaa
Glu

ctg
Leu

tat

48

96

144

192



ggt
Gly

cag
Gln

cag
Gln

act
Thr
145

cac
His

gct
Ala

cac
His

ggc
Gly

tce
Ser
225

tgt
Cys

gca
Ala

caa
Gln

gcg
Ala

999
Gly
305

tgt

Val
50

cac
His

gaa
Glu

gtc
Val

ceg
Pro

acg
Thr
130

aca
Thr

tgg
Trp

cte
Leu

cte
Leu

cgc
Arg
210

caa

Gln

atg
Met

gga
Gly

ctc
Leu

cag
Gln
290

cgt
Arg

gta

Asn

ttt
Phe

tte
Fhe

acyg
Thr

gtc
Val
115

agc
Ser

tgg
Trp

caa
Gln

gat
Asp

gtg
vVal
195

ata
Ile

tac
Tyr

gag
Glu

tcg
Ser

tat
Tyr
275

ggt
Gly

aca
Thr

gaa

Ser

gca
Ala

age
Ser

ttg
Leu
100

gcg
Ala

999
Gly

cgt
Arg

act
Thr

gag
Glu
180

cac

His

aca
Thr

gag
Glu

cag
Gln

ccg
Pro
260

cag
Gln

cga
Arg

caa
Gln

gta

Cys

tcg
Ser

gag
Glu
85

caa
Gln

gag
Glu

ttc
Phe

gat
Asp

gtg
val
165

ctg

Leu

gcyg
Ala

gcg
Ala

gtc
val

cag
Gln
245

<gg
Arg

agc
Ser

tgc
Cys

atc
Ile

ctc

Ala

gce
Ala
70

agc
Ser

gac
Asp

gcc
Ala

gge
Gly

tte
Phe
150

atg
Met

atg
Met

gat
Asp

gtc
val

gce
Ala
230

acg

Thr

cte
Leu

ttg
Leu

gac
Asp

gce
Ala
310

gcc

Asp

gcg
Ala

ctg
Leu

ctg
Leu

atg
Met

cca
Pro
135

ata
Ile

gac
Asp

ctt
Leun

tte
Phe

att
Ile
215

aac

Asn

cge
Arg

cgyg
Arg

gtt
val

gca
Ala
295

cge
Arg

gat

Gly

cte
Leu

acc
Thr

cct
Pro

gat
Asp
120

ttc
Phe

tgc
Cys

gac
Asp

tgg
Trp

ggc
Gly
200

gac

Asp

ate
Ile

tac
Tyr

gcg
Ala

gac
Asp
280

atc
Ile

aga
Arg

agt

ES 2384391 T3

Phe

ccg
Pro

tat
Tyr

gaa
Glu
105

gcg
Ala

gga
Gly

gcg
Ala

ace
Thx

gce
Ala
185

tecec

Ser

tgg
Trp

ttc
Phe

tte
Phe

tat
Tyr
265

ggce
Gly

gtc
Val

agc
Ser

gg9a

Tyr

atte
Ile

tgc
Cys
90

acc
Thr

atc
Ile

ccg
Pro

att
Ile

gtc
Val
170

gag
Glu

aac
Asn

agc
Ser

ttc
Phe

gag
Glu
250

atg
Met

aat
Asn

cga
Arg

gcg
Ala

aac

Lys

ccyg
Pro
75

ate
Ile

gaa
Glu

gct
Ala

caa
Gln

gct
Ala
155

agt

Ser

gac
Asp

aat
Asn

gag
Glu

tgg
Trp
235

cgg
Arg

cte
Leu

ttc
Phe

tce
Ser

gcc
Ala
315

cga

137

AsSp

gaa
Glu

tce
Ser

ctg
Leu

gcg
Ala

gga
Gly
140

gat
Asp

gcg
Ala

tgc
Cys

gte
Val

gcg
Ala
22Q

agg
Arg

agg
Arg

cge
Arg

gat
Asp

gga
Gly
300

gtc
Val

cgc

Arg

gty
Val

cgc
Arg

[ole]s}
Pro

gce
Ala
125

atc
Ile

cCcC
Pro

teco
Ser

cco
Pro

ctg
Leu
205

atg
Met

ceg
Pro

cat
His

att
Ile

gat
Asp
285

gce
Ala

tgg
Trp

ccc

Tyr

ctt
Leu

cgt
Arg

gct
Ala
110

gat
Asp

ggt
Gly

cat
His

gtc
val

gaa
Glu
190

acg
Thr

tte
FPhe

tgg
Trp

ceg
Pro

ggt
Gly
270

gca
Ala

gg99
Gly

acc
Thr

age

Val

gac
Asp

gca
Ala
95

gtt
Val

ctt
Leu

caa
Gln

gtg
Val

gcg
Ala
175

gtc
val

gac
Asp

999
Gly

ttg
Leu

gag
Glu
255

ctt
Leu

gct
Ala

act
Thr

gat
Asp

act

Tyr

att
Ile

cag
Gln

ctg
Leu

agc
Ser

tac
Tyr

tat
Tyr
160

cag
Gln

cgg
Arg

aat
Azn

gat
Asp

gct
Ala
240

ctt

Leu

gac
Asp

tgg
Trp

gtc
Val

ggc
Gly
320

cgt

240

288

336

384

432

480

528

s7e

624

672

720

768

816

864

912

960

1008
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Cys Val Glu Val Leu Ala Asp Ser Gly Asn Arg Arg Pro Ser Thr Arg
325 330 335

¢cCg gag gca aag gaa ttc ggg aga tgg ggy agy cta act gaa aca cgg 1056
Pro Glu Ala Lys Glu Phe Gly Arg Trp Gly Arg Leu Thr Glu Thr Arg
340 345 350

aag gag aca ata ccg gaa gga acc cgc gct atg acg gca ata aaa aga 1104
Lys Glu Thr Ile Pro Glu Gly Thr Arg Ala Met Thr Ala Ile Lys Arg
355 360 365

cag aat aaa acg cac ggg tgt tgg gtc gtt tgt tca taa 1143
Gln Asn Lys Thr His Gly Cys Trp Val Val Cys Ser
370 375 380

<210> 117

<211> 380

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> gen de resistencia a higromicina de tipo salvaje

<400> 117

138
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Met Lys Lys Pro Glu Leu Thr Ala Thr Ser Val Glu Lys Phe Leu Ile
Glu Lys Phe Asp Ser Val Ser Asp Leu Met Gln Leu Ser Glu Gly Glu
20 25 30
Glu Ser Arg Ala Phe Ser Phe Asp Val Gly Gly Arg Gly Tyr Val Leu
Arg Val Asn Ser Cys Ala Asp Gly Phe Tyr Lys Asp Arg Tyr Val Tyr
50 55 60
Arg His Phe Ala Ser Ala Ala Leu Pro Ile Pro Glu Val Leu Asp Ile
Gly Glu Phe Ser Glu Ser Leu Thr Tyr Cys Ile Ser Arg Arg Ala Glin
85 g0 85

Gly Val Thr Leu Gln Asp Leu Pro Glu Thr Glu Leu Pro Ala Val Leu
100 105 110

Gln Pro Val Ala Glu Ala Met Asp Ala Ile Ala Ala Ala Asp Leu Ser
115 120 125

Gln Thr Ser Gly Phe Gly Pro Phe Gly Pro Gln Gly Ile Gly Gln Tyr
130 135 140

Thr Thr Trp Arg Asp Phe Ile Cys Ala Ile Ala Asp Pro His Val Tyr
145 150 155 160

His Trp Gln Thr Val Met Asp Asp Thr Val Ser Ala Ser Val Ala Gln
165 170 175

Ala Leu Asp Glu Leu Met Leu Trp Ala Glu Asp Cys Pro Glu Val Arg
180 185 190

His Leu Val His Ala Asp Phe Gly Ser Asn Asn Val Leu Thr Asp Asn
195 200 205

Gly Arg Ile Thr Ala Val Ile Asp Trp Ser Glu Ala Met Phe Gly Asp
210 215 220

139



10

Ser

225

Cys

Ala

Gln

Ala

Gly

305

Cys

Pro

Lys

Gln

Gln

Met’

Gly

Gln

290

Arg

val

Glu

Glu

Asn
370

<210> 118

<211> 804

<212> ADN

Tyr

Glu

Ser

Tyr

275

Gly

Thr

Glu

Ala

Thr

355

Lys

<213> Artificial

<220>

Glu

Gln

Pro

260

Gln

Arg

Gln

Val

Lys

340

Ile

Thr

val

Gln

245

Arg

Ser

Cys

Ile

Leu

325

Glu

Pro

His

Ala
230

Thr

Leu

Leu

Asp

Ala

310

Ala

Phe

Glu

Gly

Asn

Arg

Arg

Val

Ala

295

Arg

Asp

Gly

Gly

Cys
375

ES 2384391 T3

Ile

Tyr

Ala

Asp

280

Ile

Arg

Ser

Arg

Thr

360

Trp

Phe
Phe
Tyr
265
Gly
val
Ser
Gly
Trp
345

Arg

Val

Phe

Glu

250

Met

Asn

Arg

Ala

Asn

330

Gly

Ala

Val

<223> gen de resistencia a neomicina de tipo salvaje

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(804)

<400> 118

Trp

235

Arg

Leu

Phe

Ser

Ala

315

Arg

Arg

Met

Cys

140

Arg

Arg

Arg

Asp

Gly

300

val

Arg

Leu

Thr

Ser
380

Pro

His

Ile

Asp

285

Ala

Trp

Pro

Thr

Ala
363

Trp

Pro

Gly

270

Ala

Gly

Thr

Ser

Glu

350

Ile

Leu

Glu
255

Leu

Ala

Thr

Asp

Thr

335

Thy

Lys

Ala

240

Leu

Asp

Trp

Val

Gly

320

Arg

Arg

Arg



atg
Met

get
Ala

gge
Gly

gtt
Val

gac
Asp
65

gca
Ala

gga
Gly

tgy
Trp

tge
Cys

ctt
Leu
50

gag
Glu

gct
Ala

tcg
Ser

gtg
vVal

tct
Ser
35

Tttt
Phe

gca
Ala

gtg
Val

gce
Ala

gag
Glu
20

gat
Asp

gte
Val

gcg
Ala

cte
Leu

att
Ile

agg

gcc
Ala

aag
Lys

cgg
Arg

gac
Asp

gaa
Glu

cta
Len

gcc
Ala

acc
Thr

cta
Leu
70

gtt
val

caa
Gln

tte
Phe

atg
Val

gac
Asp
55

teg

Ser

gtc
Val

ES 2384391 T3

gat
Asp

gge
Gly

ttc
Phe
40

ctg
Leu

tgg
Trp

act
Thr

gga
Gly

tat
Tyr
25

cgg
Arg

tce
Ser

ctyg
Leu

gaa
Glu

ttg
Leu
10

gac

Asp

ctg
Leu

ggt
Gly

gce
Ala

gcg
Ala
90

141

cac
Hisg

tgg
Trp

teca
Ser

gcec
Ala

acg
Thr
75

gga
Gly

gca
Ala

gca
Ala

gcg
Ala

ctg
Leu
60

acg
Thr

agg
Arg

ggt
Gly

caa
Gln

cag
Gln
45

aat

Asn

ggc
Gly

gac
Asp

tct
Ser

cag
Gln
30

g99
Gly

gaa
Glu

gtt
val

tgg
Trp

ccg
Pro
15

aca
Thr

cge
Arg

ctg
Leu

cct
Pro

ctg
Leu
95

gce
Ala

atc
Ile

cey
Pro

cag
Gln

tge
Cys
80

cta
Leu

48

96

144

192

240

288



ttg
Leu

gcc
Ala

ctt
Leu

gag
Glu
145

ctyg
Leu

ctc
Leu

gat
Asp

tte
Phe

gcg
Ala
225

gac

Asp

atc
Ile

ggc
Gly

gag
Glu

gat
Asp
130

cga
Arg

gac
Asp

aag
Lys

gce
Ala

atec
Ile
210

ttg
Leu

cge
Arg

gce
Rla

<210> 119

<211> 267

<212> PRT

gaa
Glu

aaa
Lys
115

ccyg
Pro

gca
Ala

gaa
Glu

gcg
Ala

tgc
Cys
195

gac

Asp

gct
Ala

tte
Phe

ttc
Phe

<213> Artificial

<220>

gtg
Val
100

gta
Val

gct
Ala

cgt
Arg

gag
Glu

cgc
Arg
180

ttg
Leu

tgt
Cys

acc
Thr

ctc
Leu

tat
Tyr
260

ccg
Pro

tce
Ser

acc
Thr

act
Thr

cat
His
165

atg
Met

ceq
Pro

99c
Gly

cgt
Arg

gtg
Val
245

cgc
Arg

999
Gly

ate
Ile

tgc
Cys

cgg
Arg
150

cag
Gln

ccc
Pro

aat
Asn

cgg
Arg

gat
Asp
230

ctt

Leu

ctt
Leu

cag
Gln

atg
Met

cca
Pro
135

atg
Met

999
Gly

gac
Asp

atc
Ile

ctg
Len
215

att
Ile

tac
Tyr

ctt
Leu

ES 2384391 T3

gat
Asp

gct
Ala
120

ttc
Phe

gaa
Glu

ctc
Leu

ggc
Gly

atg
Met
200

ggt
Gly

gct
Ala

ggt
Gly

gac
Asp

cte
Leu
105

gat
Asp

gac
Asp

gcc
Ala

gcg
Ala

gat
Asp
1835

gtg
Val

gtg
Val

gaa
Glu

atc
Ile

gag
Glu
265

ctg tca
Leu Ser

gca atg
Ala Met

cac caa
His Gln

ggt ctt
Gly Leu
155

cca gcc
Pro Ala
170

gat ctc
Asp Leu

gaa aat
Glu Asn

gcg gac
Ala Asp

gag ctt
Glu Leu
235

gce get
Ala Ala
250

tte tte
Phe Phe

<223> gen de resistencia a neomicina de tipo salvaje

<400> 119

142

tect
Ser

cgg
Arg

gcg
Ala
140

gtc
Val

gaa
Glu

gtc
Val

ggc
Gly

cge
Arg
220

ggc
Gly

[alalal
Pro

tga

cac
His

cgg
Arg

125

aaa
Lys

gat
Asp

cty
Leu

gtg
val

cgc
Arg
205

tat
Tyr

ggc
Gly

gat
Asp

ctt
Leun
110

ctyg
Leu

cat
His

cag
Gln

ttc
FPhe

ace
Thr
190

ttt
Phe

cag
Gln

gaa
Glu

tcg
Ser

gct
Ala

cat
His

cgc
Arg

gat
Asp

gce
Ala
175

cat
His

tct
Ser

gac
Asp

tgg
Trp

cag
Gln
255

cct
Pro

acqg
Thr

atc
Ile

gat
Asp
180

agy
Arg

ggc
Gly

gga
Gly

ata
Ile

gct
Ala
240

cgc
Arg

336

384

432

480

528

5786

624

672

720

768

804



Met

Ala

Gly

val

65

Ala

Leu

Ala

Leu

Glu

145

Leu

Leu

Asp

Phe

Ala

225

Asp

Ile

<210>
<211>
<212>

Gly

Trp

Cys

Leu

50

Glu

Ala

Gly

Glu

Asp

130

Arg

Asp

Lys

Ala

Ile

210

Leu

Arg

Ala

120
1121
ADN

Ser

val

Ser

35

Phe

Ala

Val

Glu

Lys

115

Pro

Ala

Glu

Ala

Cys

185

Asp

Ala

Phe

Phe

<213> Artificial

<220>

Ala
Glu
20

Asp

Val

Ala

Leu

Val

100

val

Ala

Arg

Glu

Arg

180

Leu

Cys

Thr

Leu

Tyr
260

Ile

Arg

Ala

Lys

Arg

Asp

Pro

Ser

Thr

Thr

His

165

Met

Pro

Gly

Arg

Val

245

Arg

Glu

Leu

Ala

Thr

Leu

70

Val

Gly

Ile

Cys

Arg

150

Gln

Pro

Asn

Arg

Asp

230

Leu

Leu

Gln

FPhe

Val

Asp

Ser

Val

Gln

Met

Pro

135

Met

Gly

Asp

Ile

Leu

215

Ile

Tyr

Leu

ES 2384391 T3

Asp

Gly

Gly

Tyr
25

Phe Arg

40

Leu

Trp

Thrx

Asp

Ala

120

Phe

Glu

Leu

Gly

Met

200

Gly

Ala

Gly

Asp

Ser

Leu

Glu

Leu

105

Asp

Asp

Ala

Ala

Asp

185

Val

val

Glu

Ile

Glu
265

Leu His

10

Asp Trp

Leu Ser

Gly Ala

Ala Thr

Ala
%0

Leu
Ala
His
Gly
Pro
170
Asp
Glu
Ala
Glu
Ala

250

Phe

<223> gen de glutamina sintasa de tipo salvaje (humano)

<220>

143

15

Gly

Ser

Met

Gln

Leu

155

Ala

Leu

Asn

Asp

Leu

235

Ala

Phe

Ala

Ala

Ala

Leu

60

Thr

Arg
Ser
Arg
Ala
140
Val
Glu
Val
Gly
Arg
220

Gly

Pro

Gly Ser Pro

15

Gln Gln Thr

30

Gln Gly Arg

45

Asn Glu Leu

Gly Vval Pro

Asp
His
Arg
125
Lys
Asp
Leu
Val
Arg
205
Tyr

Gly

Asp

Trp Leu

Leu

110

Leu

His

Gln

Phe

Thr

190

Phe

Gln

Glu

Ser

95

Ala

His

Asp

Ala

175

His

Ser

Asp

Trp

Gln
255

Ala

Ile

Pro

Gln

Cys

80

Leu

Pro

Thr

Ile

Asp

160

Arg

Gly

Gly

Ile

Ala

240

Arg



<221> CDS

<222> (1)..(1119)

<400> 120

atg
Met
1

tac

Tyr

atc
Ile

agt
Ser

ace
Thr

atg
Met

gat
Asp

gag
Glu
50

aec
Thr

tcc
Ser

ggt
Gly
35

cce
Pro

tca
Ser

ctg
Leun
20

act
Thr

aag
Lys

gca
Ala

cct
Pro

gga
Gly

tgt
Cys

agt
Ser

cag
Gln

gaa
Glu

gtg
Val

tece
Ser

ggt
Gly

gga
Gly

gaa
Glu
55
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cac
His

gag
Glu

ctg
Leu
40

gag
Glu

tta
Leu

aaa
Lys
25

cgc

Arg

tig
Leu

aat
Asn
10

gtc
Val

tac
Cys

cct
Pro

144

aaa
Lys

cag
Gln

aag
Lys

gag
Glu

g9c¢
Gly

gcc
Ala

acc
Thr

tgg
Trp
60

atc
Ile

atg
Met

cgg
Arg
45

aat
Asn

aag
Lys

tat
Tyr
30

acc
Thr

ttc
Phe

cag
Gln
15

ate
Ile

ctg
Leu

gat
Asp

gtg
val

tgg
Trp

gac
Asp

ggc
Gly

48

96

144

192



tcc
Ser

cct
Pro

gtg
Val

tty
Leu

cce
Pro

cac .
His
145

tat
Tyr

gag
Glu

act
Thr

tgt
Cys

ttg
Leu
225

aag
Lys

age
Ser

gcc
Ala

gat
Asp

gaa
Glu
305

gce
Ala

agt
Ser

gct
Ala

tta
Leu

agqg
Arg

tgg
Trp
130

ccc
Pro

tac
Tyr

geo
Ala

aat
Asn

gaa
Glu
210

cat
His

cece
Pro

acc
Thr

att
Ile

cec
Pro
290

acc

Thr

age
Ser

act
Thr

gcc
Ala

tgt
Cys

cdac
His
115

ttt
Phe

£ttt

Phe

tgt
Cys

cat
His

gcc
Ala
195

gga
Gly

cgt
Arg

att
Ile

aag
Lys

gag
Glu
275

aag
Lys

tce
Ser

ata
Ile

tta
Leu

atg
Met

gaa
Glu
100

acc
Thr

ggc
Gly

ggt
Gly

ggt
Gly

tac
Tyr
180

gag
Glu

atc
Ile

gtg
Val

cct
Pro

gee
Ala
260

aaa

Lys

gga
Gly

aac
Asn

cgc
Arg

cag
Gln

ttt
Phe
85

gtt
Val

tgt
Cys

atg
Met

tgg
Trp

gtg
Val
165

cgg
Arg

gtc
Val

agc
Ser

tgt
Cys

999
Gly
245

atg
Met

cta
Leun

ggc
Gly

atc
Ile

att
Ile
325

tct
Ser

cgg
Arg

ttc
Phe

aaa
Lys

gag
Glu

cct
Pro
150

gga
Gly

gece
Ala

atg
Met

atg
Met

gaa
Glu
230

aac

Asn

cgg

age
Ser

ctg
Leu

aac
Asn
310

cee
Pro

gag
Glu

gac
Asp

aag
Lys

cgg
Arg

cag
Gln
135

tcc
Ser

gca
Ala

tgc
Cys

cct
Pro

gga
Gly
215

gac
Asp

tgg
Trp

gag
Glu

aag
Lys

gac
Asp
295

gac

Asp

cgg
Arg

ggt
Gly

cce
Pro

tac
Tyr

ata
Ile
120

gag
Glu

aac
Asn

gac
Asp

ttg
Leu

gcc
Ala
200

gat
Asp

ttt
Phe

aat
Asn

gag
Glu

cgg
Arg
280

aat
Asn

ttt
Phe

act
Thr

ES 2384391 T3

tce
Ser

ttc
Phe

aat
Asn
105

atg
Met

tat
Tyr

ggc
Gly

aga
Arg

tat
Tyr
185

cag
Gln

cat
His

gga
Gly

ggt
Gly

aat
Asn
265

cac

His

gce
Ala

tct
Ser

gtt
Val

aac
Asn

cgt
Arg

cga
Arg

gac
Agp

acc
Thr

tte
Phe

gcc
Ala
170

gect
Ala

tgg
Trp

cte
Leu

gtg
val

gca
Ala
250

ggt
Gly

cag
Gln

cga
Arg

ggt
Gly

ggc
Gly
330

agt
Ser
75

aag
Lys

agg
Arg

atg
Met

ctc
Leu

cca
Pro
155

tat
Tyr

gga
Gly

gaa
Glu

tgg
Trp

ata
Ile
235

ggc
Gly

ctg
Leu

tac
Tyr

cgt
Arg

ggt
Gly
315

cag
Gln

145

gac
Asp

gac
Asp

cct
Pro

gtg
Val

atg
Met
140

999
Gly

ggc
Gly

gte
Val

ttt
Phe

gtg
Val
220

gca
Ala

tge
Cys

aag
Lys

cac
His

cta
Leu
300

gta
val

gag
Glu

atg
Met

cct
Pro

gca
Ala

age
Ser
125

999
Gly

ccc
Fro

agg
Arg

aag
Lys

cag
Gln
205

gce
Ala

acc
Thr

cat
His

tac
Tyr

atc
Ile
285

act
Thr

geo
Ala

aag
Lys

tat
Tyr

aac
Asn

dJag
Glu
110

aac
Asn

aca
Thr

cag
Gln

gac
Asp

att
Ile
190

att
Ile

cgt
Arg

ttt
Phe

acc
Thr

ate
Ile
270

cgt
Arg

gga
Gly

aat
Asn

aag
Lys

ctc
Leu

aag
Lys
95

acc
Thr

cag
Gln

gat
Asp

ggt
Gly

atc
Ile
175

gcg
Ala

gga
Gly

tte
Phe

gat
Asp

aac
Asn
255

gag
Glu

gce
Ala

tte
Phe

cgt
Arg

gagt
Gly
335

gtg
val
80

ctg
Leu

aat
Asn

cac
His

999
Gly

cca
Pro
160

gtg
Val

999
Gly

cct
Pro

atc
Ile

cct
Pro
240

ttc
Phe

gag
Glu

tat
Tyr

cat
His

agc
Ser
320

tac
Tyr

240

288

336

g4

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008



ttt gaa
Phe Glu

gaa gcc
Glu Ala

ttec cag
Phe Gln
370

<210> 121
<211> 373

<212> PRT

gat

Asp Arg

cte
Leu
355

tac
Tyr

<213> Artificial

<220>

cgt
340
atc

Ile

aaa
Lys

cge
Arg

cgc
Arg

aat
Asn

ES 2384391 T3

ccc tct gec aac tgc gac cec ttt teg gtg aca
Pro Ser Ala Asn Cys Asp Pro Phe Ser Val Thr
345 350

acg tgt ctt ctc aat gaa acc ggc gat gag ccc
Thr Cys Leu Leu Asn Glu Thr Gly Asp Glu Pro
360 365

ta

<223> gen de glutamina sintasa de tipo salvaje (humano)

<400> 121

146

1056

1104

1121



Met

Tyr

Ile

Ser

Ser

65

Pro

val

Pro

His

145

Tyr

Glu

Thr

Cys

Leu
225

Thr

Met

Asp

Glu

50

Ser

Ala

Leu

Arg

Trp

130

Pro

Tyr

Ala

Asn

Glu

210

His

Thr
Ser
Gly
35

Pro
Thr
Ala
Cys
His
115
Phe
Phe
Cys
His
Ala
1985

Gly

Arg

Ser

Leu

Thr

Lys

Leu

Met

Glu

100

Thr

Gly

Gly

Gly

Tyr

180

Glu

Ile

Val

Ala

Pro

Gly

Cys

Gln

Phe

85

Val

Cys

Met

Trp

Val

165

Arg

Val

Ser

Cys

Ser

Gln

Glu

Val

Ser

70

Arg

Phe

Lys

Glu

Pro

150

Gly

Ala

Met

Met

Glu
230

Ser

Gly

Gly

Glu

55

Glu

Asp

Lys

Arg

Gln

135

Ser

Ala

Cys

Pro

Gly

215

Asp

ES 2384391 T3

His
Glu
Leu
40

Glu
Gly
Pro
Tyr
Ile
120
Glu

Asn

Asp

Ala
200

Asp

Phe

Leu

Lys

25

Arg

Leu

Ser

Phe

Asn

105

Met

Tyr

Gly

Arg

Tyr

185

Gln

His

Gly

Asn Lys

Val Gln

Cys Lys

Pro Glu

Asn Ser

75
Arg lys
90
Arg Arg
Asp Met
Thr Leu
Phe Pro

155

Ala Tyr
170

Ala Gly
Trp Glu

Leu Trp

val Ile
235

147

Gly
Ala
Thrx
Trp
60

Asp
Asp
Pro
Val
Met
140
Gly
Gly
Val
Phe
Val

220

Ala

Ile

Met

Arg

45

Asn

Met

Pro

Ala

Ser

125

Gly

Pro

Arg

Lys

Gln

205

Ala

Thr

Lys

Tyr

30

Thr

Phe

Tyr

Asn

Glu

110

Asnh

Thr

Gln

Asp

Ile

190

Ile

Arg

Phe

Gln
15

Ile
Leu
Asp
Leu
Lys
95

Thr
Gln
Asp
Gly
Ile
175
Ala
Gly

Phe

Asp

Val

TIp

Asp

Gly

val

80

Leu

Asn

His

Gly

Pro

160

Val

Gly

Pro

Ile

Pro
240



10

15

20

Lys
Ser
Ala
Asp
Glu
305
Ala
Phe
Glu

Phe

Pro
Thr
Ile
Pro
290
Thr
Ser
Glu
Aia

Gln
370

<210> 122

<211> 43

<212> ADN

Ile

Lys

Glu

275

Lys

Ser

Ile

Asp

Leu

355

Tyr

<213> Artificial

<220>

Pro

Ala

260

Lys

Gly

Asn

Arg

Arg

340

Ile

Lys

Gly
245

Met
Leu
Gly
Ile
Ile
325
Arg
Arg

Asn

Asn

Arg

Ser

Leu

Asn

310

Pro

Pro

Thr

Trp
Glu
Lys
Asp
295
Asp
hrg

Ser

Cys

<223> cebador GTGspaceBamHIF

<400> 122

Asn

Glu

Arg

280

Asn

Phe

Thr

Ala

Leu

360

ES 2384391 T3

Gly
Asn
265
His
Ala
Ser
Val
Asn

345

Leu

gaattcggat ccaccgtggc gatccaaaga ctgccaaatc tag

<210> 123

<211> 42

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador ZEOTTTGTGBamHIF

<400> 123

gaattcggat cctttgtggc caagttgacc agtgccgttc cg

<210> 124

<211> 46

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

Ala
250
Gln
Arg
Gly
Gly
330

Cys

Asn

Gly

Leu

Tyr

Arg

Gly

315

Gln

Asp

Glu

148

Cys

Lys

His

Leu

300

Val

Glu

Pro

Thr

His

Tyr

Ile

285

Thr

Ala

Lys

Phe

Gly
365

Thr

Ile

270

Arg

Gly

Asn

Lys

Ser

350

Asp

Asn
255
Glu
Ala
Phe
Arg
Gly
335

val

Glu

Phe

Glu

Tyr

His

Ser

320

Tyr

Thr

Pro

43

42
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<223> cebador ZEOForwardGTG-Thr9

<400> 124

aattggatcc accgtggcca agttgaccag tgccgttacc gtgctc
<210> 125

<211> 46

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador ZEOForward GTG-Phe9

<400> 125

aattggatcc accgtggcca agttgaccag tgccgttttc gtgetc
<210> 126

<211> 43

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador TTGspaceBamHIF

<400> 126

gaattcggat ccaccttggc gatccaaaga ctgccaaatc tag
<210> 127

<211> 46

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador ZEOForwardTTG-Thr9

<400> 127

aattggatcc accttggcca agttgaccag tgccgttacc gtgctc
<210> 128

<211> 46

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador ZEOForwardTTG-Phe9

<400> 128

aattggatcc accttggcca agttgaccag tgccgttttc gtgetc
<210> 129

<211> 37

46

46

43

46

46

149
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<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador PURO BamHI F
<400> 129

gatcggatcc atggttaccg agtacaagcc cacggtg
<210> 130

<211> 35

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador PURO300 R LEU
<400> 130

cagccgggaa ccgctcaact cggccaggeg cgggce
<210> 131

<211> 49

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador PURO300FLEU
<400> 131

37

35

cgagttgagc ggttcceggce tggcecgecgea gcaacagcetg gaaggcecte 49

<210> 132

<211> 44

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador PURO600RLEU
<400> 132

aagcttgaat tcaggcaccg ggcttgcggg tcaggcacca ggtc
<210> 133

<211> 42

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador PUROBamHI TTG1F
<400> 133

44

150
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gaattcggat ccaccttggt taccgagtac aagcccacgg tg 42
<210> 134

<211> 804

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> gen de resistencia a neomicina modificado que carece de secuencias ATG internas

<220>

<221> CDS

<222> (1)..(804)

<400> 134

atg gga tcg goec att gaa caa gac gga ttg cac gca ggt tct ceg gec 48
Met Gly Ser Ala Ile Glu Gln Asp Gly Leu His Ala Gly Ser Pro Ala

1 5 10 15

gct tgg gtg gag agg cta tte ggec tac gac tgg gca caa cag aca atc 96
Ala Trp Val Glu Arg Leu Phe Gly Tyr Asp Trp Ala Gln Gln Thr Ile

20 235 30
gge tgc tct gac goe goc gtg ttec cgg ctg tca gecg cag ggy cgc ccg 144
Gly Cys Ser Asp Ala Ala val Phe Arg Leu Ser Ala Gln Gly Arg Pro
35 40 45
gtt ctt ttt gtc aag acc gac ctg tcc ggt goe ctg aac gaa ctg cag 192
Val Leu Phe Val Lys Thr Asp Leu Ser Gly Ala Leu Asn Glu Leu Gln
50 55 60
gac gag gca gcyg ¢gg cta tcg tgg ctg goc acg acg ggc gtt cct tge 240

Asp Glu Ala Ala Arg Leu Ser Trp Leu Ala Thr Thr Gly Val Pro Cys
65 70 75 80

151



gca gct
Ala Ala

ttg ggc
Leu Gly

gcc gag
Ala Glu

ctt gat
Leu Asp
130

gag cga
Glu Arg
145

ctg gac
Leu Asp

cte aag
Leu Lys

gac gcc
Asp Ala

ttc atc
Phe Ile
210

gcg trg
Ala Leu
225

gac cgc

Asp Arg

atc gecc
Ile Ala

<210> 135
<211> 267
<212> PRT

gtg
val

gaa
Glu

aaa
Lys
115

ccqg
Pro

gca
Ala

gaa
Glu

gcg
Ala

tgc
Cys
185

gac
Asp

gct
Ala

tte
FPhe

ttec
Phe

<213> Artificial

<220>

<223> gen de resistencia a neomicina modificado que carece de secuencias ATG internas

<400> 135

cte
Leu

gtg
Val
100

gta
val

gct
Ala

cgt
Arg

gag
Glu

cge
Arg
180

ttg
Leu

tgt
Cys

acec
Thr

ctc
Leu

tat
Tyr
260

gac
Asp

ccg
Pro

tce
Ser

ace
Thr

act
Thr

cat
His
165

ctyg
Leu

ceyg
Pro

ggc
Gly

cgt
Arg

gtg
Val
245

cgc
Arg

gtt
Val

gg99
Gly

atc
Ile

tgc
Cys

<gg
Arg
150

cag
Gln

cce
Pro

aat
Asn

€99
Arg

gat
Asp
230

ctt
Leu

ctt
Leu

gtc
val

cag
Gln

ctg
Leu

cca
Pro
135

ctg
Leu

999
Gly

gac
Asp

ate
Ile

ctg
Leu
215

att
Ile

tac
Tyr

ctt
Leu

act
Thr

gat
Asp

gct
Ala
120

ttc
Phe

gaa
Glu

cte
Leu

ggc
Gly

ctg
Leu
200

ggt
Gly

gct
Ala

ggt
Gly

gac
Asp

ES 2384391 T3

gaa
Glu

cte
Leu
105

gac
Asp

gac
Asp

gce
Ala

gcg
Ala

gac
Asp
185

gtg
Val

gtg
Val

gaa
Glu

atc
Ile

gag
Glu
265

gcg
Ala
S0

ctg
Leu

gca
Ala

cac
His

ggt

Gly

cca
Pro
170

gat
Asp

gaa
Glu

gcg
Ala

gag
Glu

gcc
Ala
250

ttc
Phe

gga
Gly

tca
Ser

ctg
Leu

caa
Gln

ctt
Leu
155

gce
Ala

cte
Leu

aac
Asn

gac
Asp

ctt
Leu
235

gct
Ala

ttc
Phe

152

agg
Arg

tct
Ser

cq9q9
Arg

gcyg
Ala
140

gtc
Val

gaa
Glu

gte
val

ggc
Gly

cge
Arg
220

ggc
Gly

cece
Pro

tga

gac
Asp

cac
His

<gg
Arg
125

aaa
Lys

gat
Asp

cty
Leu

gtg
val

cgc
Arg
205

tat
Tyr

g9c¢
Gly

gat
Asp

tgg
Trp

ctte
Leu
110

ctg
Leu

cat
His

cag
Gln

tte
Phe

acc
Thr
190

ttt
Phe

cag
Gln

gag
Glu

tcg
Ser

ctg
Leu
95

gct
Ala

cat
His

cgc
Arg

gac
Asp

gee
Ala
175

cac
His

tct
Ser

gac
Asp

tgg
Trp

cag
Gln
255

cta
Leu

cct
Pro

acg
Thr

atc
Ile

gat
Asp
160

agg
Arg

ggc
Gly

gga
Gly

ata
Ile

gct
Ala
240

cgc
Arg

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

804
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Met Gly Ser Ala Ile Glu Gln Asp Gly Leu His Ala Gly Ser Pro Ala
1 S 10 15

Ala Trp Val Glu Arg Leu Phe Gly Tyr Asp Trp Ala Gln Gln Thr Ile
20 25 30

Gly Cys Ser Asp Ala Ala Val Phe Arg Leu Ser Ala Gln Gly Arg Pro

35 40 45

val Leu Phe Val Lys Thr Asp Leu Ser Gly Ala Leu Asn Glu Leu Gln

Asp Glu Ala Ala Arg Leu Ser Trp Leu Ala Thr Thr Gly Val Pro Cys
65 70 75 80

Ala Ala Val Leu Asp Val Val Thr Glu Ala Gly Arg Asp Trp Leu Leu

Leu Gly Glu Val Pro Gly Gln Asp Leu Leu Ser Ser His leu Ala Pro
100 105 110

Ala Glu Lys Val Ser Ile Leu Ala Asp Ala Leu Arg Arg Leu His Thr
115 120 125

Leu Asp Pro Ala Thr Cys Pro Phe Asp His Gln Ala Lys His Arg Ile
130 135 140

Glu Arg Ala Arg Thr Arg Leu Glu Ala Gly Leu Val Asp Gln Asp Asp
145 150 155 160

Leu Asp Glu Glu His Gln Gly Leu Ala Pro Ala Glu Leu Phe Ala Arg
1865 170 175

Leu Lys Ala Arg Leu Pro Asp Gly Asp Asp Leu Val Val Thr His Gly
180 185 190

Asp Ala Cys Leu Pro Asn Ile Leu Val Glu Asn Gly Arg Phe Ser Gly
185 200 205

Phe Ile Asp Cys Gly Arg Leu Gly Val Ala Asp Arg Tyr Gln Asp Ile
210 215 220

Ala Leu Ala Thr Arg Asp Ile Ala Glu Glu Leu Gly Gly Glu Trp Ala
225 230 235 240

Asp Arg Phe Leu Val Leu Tyr Gly Ile Ala Ala Pro Asp Ser Gln Arg
245 250 255

Ile Ala Phe Tyr Arg Leu Leu Asp Glu Phe Phe
260 265

<210> 136

<211>40

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador NEO-F-Hindlll

153
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<400> 136

gatcaagctt ttggatcggc cattgaaaca agacggattg
<210> 137

<211> 36

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador NEO EcoRI 800R

<400> 137

aagcttgaat tctcagaaga actcgtcaag aaggcg
<210> 138

<211> 564

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> gen de dhfr modificado que carece de secuencias ATG internas
<220>

<221> CDS

<222> (1)..(564)

<400> 138

154

40

36
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atg gtt cga cca ttg aac tgc atc gtc goc gtg teec caa aat ctg ggg 48
Met Val Arg Pro Leu Asn Cys Ile Val Ala Val Ser Gln Asn Leu Gly

att ggc aag aac gga gac cta ¢cC tgg cct c¢cg ctc agg aac gag ttc L
Ile Gly Lys Asn Gly Asp Leu Pro Trp Pro Pro Leu Arg Asn Glu Phe
20 25 30

aag tac tte caa aga ctg acc aca acc tct tca gtg gaa ggt aaa cag 144
Lys Tyr Phe Gln Arg Leu Thr Thr Thr Ser Ser Val Glu Gly Lys Gln
35 40 45

aat ctg gtg att ctg ggt agg aaa acc tgg ttc tcc att cet gag aag 192
Asn Leu Val Ile Leu Gly Arg Lys Thr Trp Phe Ser Ile Pro Glu Lys
50 55 60

aat cga cct tta aag gac aga att aat ata gtt ctc agt aga gaa ctc 240
Asn Arg Pro Leu Lys Asp Arg Ile Azsn Ile Val Leu Ser Arg Glu Leu
65 70 15 80

aaa gaa c¢ca cca cga gga gct cat ttt ctt gcc aaa agt ttg gac gac 288
Lys Glu Pro Pro Arg Gly Ala His Phe Leu Ala Lys Ser Leu Asp Asp
85 90 95

gcc tta aga ctt att gaa caa ¢cg gaa ttg gca agt aaa gta gac ctg 336
Ala Leu Arg leu Ile Glu Gln Pro Glu Leu Ala Ser Lys Val Asp Leu
100 105 110

gtt tgg ata gtc gga ggc agt tct gtt tac cag gaa gcc ctg aat caa 384
Vval Trp Ile Val Gly Gly Ser Ser Val Tyr Gln Glu Ala Leu Asn Gln
115 120 125

cca ggc cac ctc aga ctc ttt gtg aca agg att ctg cag gaa ttt gaa 432
Pro Gly His Leu Arg Leu Phe Val Thr Arg Ile Leu Gln Glu Phe Glu
130 135 140

agt gac acg ttt ttc cca gaa att gat ttg ggg aaa tat aaa ctt cte 480
Ser Asp Thr Phe Phe Pro Glu Ile Asp Leu Gly Lys Tyr Lys Leu Leu
145 150 155 160

cca gaa tac cca ggc gtc cte tet gag gtc cag gag gaa aaa gge atc 528

Pro Glu Tyr Pro Gly Val Leu Ser Glu Val Gln Glu Glu Lys Gly Ile
165 170 175

aag tat aag ttt gaa gtc tac gag aag aaa gac taa 564
Lys Tyr Lys Phe Glu Val Tyr Glu Lys Lys Asp
180 185
<210> 139
<211> 187
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> gen de dhfr modificado que carece de secuencias ATG internas

<400> 139

155



10

15

Met

Ile

Lys

Asn

Asn

65

Lys

vVal
Pro
Ser
145

Pro

Lys

Val

Gly

Tyr

Leu

50

Arg

Glu

Leu

Trp

Gly

130

Asp

Glu

Tyr

<210> 140

<211> 36

<212> ADN

Arg

Lys

Phe

35

Val

Pro

Pro

Arg

Ile

115

His

Thr

Tyr

Lys

<213> Artificial

<220>

Pro

Asn

20

Gln

Ile

Leu

Pro

Leu

100

Val

Leu

Phe

Pro

Phe
180

Leu

Gly

Arg

Leu

Lys

Arg

Ile

Gly

Arg

Phe

Gly

165

Glu

Asn

Asp

Leu

Gly

Asp

70

Gly

Glu

Gly

Leu

Pro

150

Val

Val

<223> cebador DHFR-F-Hindlll

<400> 140

Cys

Leu

Thr

Arg

Arg

Ala

Gln

Ser

Phe

135

Glu

Leun

Tyr

gatcaagctt ttgttcgacc attgaactgc atcgtc

<210> 141

<211> 36

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador DHFR-EcoRI-600-R

<400> 141

aagcttgaat tcttagtctt tcttctcgta gacttc

ES 2384391 T3

Ile

Pro

Thr

40

Lys

Ile

His

Pro

Ser

120

val

Ile

Ser

Glu

Val

25

Thrx

Thr

Asn

Fhe

Glu

105

Val

Thr

Asp

Glu

Lys
185

Ala

10

Pro

Ser

Trp

Ile

Leu

Leu

Tyr

Arg

Leu

vVal

170

Lys

val

Pro

Ser

Phe

Val

Ala

Ala

Gln

Ile

Gly

155

Gln

Asp

156

Ser

Len

Val

Ser

Leu

Lys

Ser

Glu

Leu

140

Lys

Glu

Gln

Arg

Glu

45

Ile

Ser

Ser

Lys

Ala

125

Gln

Tyr

Glu

Asn

Asn

30

Gly

Pro

Arg

Leu

Val

110

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

15

Glu

Lys

Glu

Glu

Asp

Asp

Asn

Phe

Leu

Gly
175

Gly

FPhe

Gln

Lys

Leu

80

Asp

Leu

Gln

Glu

Leun

160

Ile

36

36
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<210> 142
<211> 154
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

<223> secuencia de poliadenilacién sintética combinada y sefial de pausa del gen de alfa2 globina humano

<220>

<221> secuencia de poliadenilacion sintética

<222> (1)..(49)

<220>

<221> sitio de clonacion

<222> (50)..(62)

<220>

<221> sefal de pausa del gen de alfa2 globina humano
<222> (63)..(154)

<400> 142

aataaaatat ctttatttic attacatctg tgtgttggtt ttttgtgtga atcgatagta
ctaacatacg ctctccatca aaacaaaacg aaacaaaaca aactagcaaa ataggctgtce

cccagtgcaa gtgcaggtge cagaacattt ctct
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de ADN que comprende una unidad de transcripcién multicistronica que codifica i) un polipéptido
marcador seleccionable capaz de ser seleccionado en una célula hospedante eucariota, y ii) un polipéptido de
interés, teniendo el polipéptido de interés una secuencia de iniciacion de la traduccion separada de la del polipéptido
marcador seleccionable,

en la que

la secuencia codificante para el polipéptido de interés esta en direccién 3’ de la secuencia codificante para
el marcador seleccionable en dicha unidad de transcripcion multicistronica, y

la secuencia que codifica el polipéptido marcador seleccionable no tiene ninguna secuencia ATG en la
hebra codificante tras el codén de inicio del polipéptido marcador seleccionable hasta el codén de inicio del
polipéptido de interés, y en la que la secuencia de inicio de la traduccién en la hebra codificante para el
polipéptido marcador seleccionable se elige del grupo que consiste en:

a) una secuencia de inicio de la traduccidon que comprende una mutacion en los nucleétidos en las
posiciones -3 a -1 y/o +4 de la secuencia de consenso RCCATGG (enlaque Res Ao G, yenla
que el A del coddn de inicio ATG es nt +1);

b) un coddn de inicio GTG;
c) un codén de inicio TTG;
d) un codon de inicio CTG;
€) un codon de inicio ATT; y
f) un codén de inicio ACG.

2. Una molécula de ADN segun la reivindicacion 1, en la que la secuencia de inicio de la traduccion resultante en la
hebra codificante para el polipéptido marcador seleccionable comprende un codén de inicio GTG o un codén de
inicio TTG.

3. Una molécula de ADN segun la reivindicacion 1 6 2, en la que cualquier secuencia ATG cuando esta presente en
el marco y que codifica metionina en la secuencia que codifica el polipéptido marcador seleccionable de tipo salvaje
esta mutada para codificar valina, treonina, isoleucina o leucina.

4. Una molécula de ADN segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el polipéptido marcador
seleccionable proporciona resistencia frente a los efectos letales o inhibidores del crecimiento de un agente de
seleccion, por ejemplo un antibiético.

5. Una molécula de ADN segun la reivindicacion 4, en la que dicho agente de seleccion se elige del grupo que
consiste en: zeocina, puromicina, blasticidina, higromicina, neomicina, metotrexato, metionina sulfoximina y
kanamicina.

6. Una molécula de ADN segun la reivindicacion 5, en la que el agente de seleccion es zeocina.

7. Una molécula de ADN segun la reivindicacion 5, en la que el polipéptido marcador seleccionable esta codificado
por el gen de resistencia a neomicina.

8. Una molécula de ADN segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el polipéptido marcador
seleccionable comprende ademas una mutacién que reduce la actividad del polipéptido marcador seleccionable
comparada con su contraparte de tipo salvaje, por ejemplo en la que el polipéptido marcador seleccionable es un
polipéptido de resistencia a zeocina en el que la prolina en la posicidon 9 esta cambiada por un aminoacido diferente.

9. Una molécula de ADN segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la secuencia codificante
del polipéptido de interés comprende una secuencia de inicio de la traduccion éptima.

10. Un casete de expresion que comprende una molécula de ADN segun una cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, comprendiendo ademas dicho casete de expresion un promotor en direcciéon 5’ de dicha unidad de
expresion multicistrénica, y secuencias de terminacion de la transcripcion en direccion 3’ de la unidad de expresion
multicistrénica.

11. Un casete de expresion segun la reivindicacion 10, que comprende ademas al menos un elemento de control de
cromatina, escogido del grupo que consiste en una region de unidon de matriz o armazon (MAR/SAR), una secuencia
aislante, un elemento de apertura de cromatina universal (UCOE), y una secuencia antirrepresora (STAR).
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12. Un casete de expresion segun la reivindicacion 11, en el que dicho elemento de control de cromatina es una
secuencia antirrepresora elegida del grupo que consiste en:

a) una cualquiera de SEQ. ID. NO. 1 a SEQ. ID. NO. 66;

b) fragmentos de una cualquiera de SEQ. ID. NO. 1 a SEQ. ID. NO. 66, en el que dichos fragmentos tienen
actividad antirrepresora;

c) secuencias que son al menos 70% idénticas en secuencia nucleotidica a a) o b), en el que dichas
secuencias tienen actividad antirrepresora; y

d) el complemento a una cualquiera de a) a c).

13. Un casete de expresion segun la reivindicacion 12, en el que dicho casete de expresion comprende uno de:
a) SEQ. ID. NO. 66,
b) un fragmento de a) que tiene actividad antirrepresora;

c) una secuencia que es al menos 70% idéntica en secuencia nucleotidica a a) o b), en el que dicha
secuencia tiene actividad antirrepresora,

en el que a), b) o c) esta situado en direccion 5’ del promotor que dirige la transcripcion del gen multicistronico.

14. Un casete de expresion segun una cualquiera de las reivindicaciones 10-13, en el que dicho gen multicistronico
esta flanqueado en ambos lados por al menos una secuencia antirrepresora.

15. Un casete de expresion segun la reivindicacion 14, que comprende: 5’ - secuencia antirrepresora A - secuencia
antirrepresora B - promotor - gen multicistrénico que codifica la proteina marcadora seleccionable funcional y, en
direccion 3’ de ella, el polipéptido de interés - secuencia de terminacién de la transcripcion - secuencia antirrepresora
C-3,

en el que las secuencias antirrepresoras A y C pueden ser iguales o diferentes y se eligen del grupo que consiste
en:

a) una cualquiera de SEQ. ID. NO. 1 a SEQ. ED. NO. 65;

b) fragmentos de una cualquiera de las secuencias de a), teniendo dichos fragmentos actividad
antirrepresora;

c) secuencias que son al menos 70% idénticas en secuencia nucleotidica a a) o b), en el que dichas
secuencias tienen actividad antirrepresora,

y en el que la secuencia antirrepresora B se elige del grupo que consiste en
i) SEQ. ID. NO. 66,
ii) un fragmento de i) que tiene actividad antirrepresora; y

iii) una secuencia que es al menos 70% idéntica en secuencia nucleotidica a i) o ii), en el que dicha
secuencia tiene actividad antirrepresora.

16. Un casete de expresion segun la reivindicacion 15, en el que las secuencias antirrepresoras A y C se eligen de:

a) un cualquiera de SEQ. ID. NO. 7, SEQ. ID. NO. 9, SEQ. ID. NO. 17, SEQ. ID. NO. 27, SEQ. ID. NO. 29,
SEQ. ID. NO. 43, SEQ. ID. NO. 44, SEQ. ID. NO. 45, SEQ. ID. NO. 47, o SEQ. ID. NO. 61;

b) fragmentos de una de las secuencias de a), teniendo dichos fragmentos actividad antirrepresora; y

c) secuencias que son al menos 70% idénticas en secuencia nucleotidica a a) o b), en el que dichas
secuencias tienen actividad antirrepresora.

17. Un casete de expresion segun una cualquiera de las reivindicaciones 10-16, en el que el polipéptido de interés
es una parte de una proteina multimérica.

18. Un casete de expresion segun la reivindicacion 17, en el que el polipéptido de interés es una cadena ligera de
inmunoglobulina o una cadena pesada de inmunoglobulina.

19. Un casete de expresion segun una cualquiera de las reivindicaciones 10-18, que comprende ademas:
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a) una secuencia de pausa de la transcripcion (TRAP) en direccion 5’ de dicho promotor y que esta en una
direccion 5’ a 3’; o

b) una secuencia TRAP en direccion 3’ de dicha secuencia de terminacion de la transcripcion y que esta en
una orientaciéon 3’a 5’; o

c) tanto a) como b);

en el que una secuencia TRAP es una secuencia que, cuando se coloca en una unidad de transcripciéon, da como
resultado un nivel reducido de transcripcién en el acido nucleico presente en el lado 3’ de la TRAP, cuando se
compara con el nivel de transcripcién observado en el acido nucleico en el lado 5’ de la TRAP,

por ejemplo, en el que dicha TRAP es SEQ. ID. NO. 142.

20. Una molécula de ADN que comprende una secuencia que codifica un polipéptido marcador seleccionable
funcional capaz de ser seleccionado en una célula hospedante eucariota, caracterizada porque dicha molécula de
ADN:

i) tiene una secuencia de inicio de la traduccion elegida del grupo que consiste en:

a) una secuencia de inicio de la traduccidon que comprende una mutacion en los nucleétidos en las
posiciones -3 a -1 y/o +4 de la secuencia de consenso RCCATGG (enlaque Res Ao G, yenla
que el A del coddn de inicio ATG es nt +1);

b) un coddn de inicio GTG;
c) un codén de inicio TTG;
d) un codon de inicio CTG;
€) un codon de inicio ATT; y

f) un coddn de inicio ACG, seguido de una secuencia codificante marcadora seleccionable de otro
modo funcional, y

ii) porque la hebra codificante de la secuencia que define el polipéptido marcador seleccionable en direccion
3’ del codon de inicio no 6ptimo y hasta el coddn de parada esta desprovista de secuencias ATG.

21. Una célula hospedante que comprende una molécula de ADN o un casete de expresiéon segin una cualquiera de
las reivindicaciones anteriores.

22. Una célula hospedante segun la reivindicacion 21, que es una célula hospedante eucariota, preferiblemente una
célula hospedante de mamifero.

23. Una célula hospedante segun la reivindicacion 22, que es una célula de ovario de hamster chino (CHO).

24. Un método para generar una célula hospedante que expresa un polipéptido de interés, comprendiendo el
método las etapas de:

a) introducir en una pluralidad de células precursoras una molécula de ADN segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1-9 o un casete de expresion segin una cualquiera de las reivindicaciones 10-19, y

b) cultivar las células generadas en condiciones que seleccionan la expresion del polipéptido marcador
seleccionable, y

c) seleccionar al menos una célula hospedante que produce el polipéptido de interés.

25. Un método para producir un polipéptido de interés, que comprende cultivar una célula hospedante,
comprendiendo dicha célula hospedante un casete de expresion segun una cualquiera de las reivindicaciones 10-19,
y expresar el polipéptido de interés a partir del casete de expresion.

26. Un método segun la reivindicacion 25, que comprende ademas aislar el polipéptido de interés.
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Fig 2
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Fig 3
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Fig4
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Fig7
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Fig 11
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FIG 12
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FIG 13
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FIG 19
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FIG 21
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FIG 22
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FIG 25
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Fig. 26

ATGGCCAAGTTGACCAGTGCCGTTCCGGTGCTCACCGCGCGCGA
CGTCGCCGGAGCGGTCGAGTTCTGGACCGACCGGCTCGGGTTCT
CCCGGGACTTCGTGGAGGACGACTTCGCCGGTGTGGTCCGGGAC
GACGTGACCCTGTTCATCAGCGCGGTCCAGGACCAGGTGGTGCC
GGACAACACCCTGGCCTGGGTGTGGGTGCGCGGCCTGGACGAGC
TGTACGCCGAGTGGTCGGAGGTCGTGTCCACGAACTTCCGGGAC
GCCTCCGGGCCGGCCATGACCGAGATCGGCGAGCAGCCGTGGGG
GCGGGAGTTCGCCCTGCGCGACCCGGCCGGCAACTGCGTGCACT
TCGTGGCCGAGGAGCAGGACTGA
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Fig. 27

ATGGCCAAGCCTTTGTCTCAAGAAGAATCCACCCTCATTGAAAGAGCAAC
GGCTACAATCAACAGCATCCCCATCTCTGAAGACTACAGCGTCGCCAGCG
CAGCTCTCTCTAGCGACGGCCGCATCTTCACTGGTGTCAATGTATATCAT
TTTACTGGGGGACCTTGTGCAGAACTCGTGGTGCTGGGCACTGCTGCTGC
TGCGGCAGCTGGCAACCTGACTTGTATCGTCGCGATCGGAAéEgAGAACA
GGGGCATCTTGAGCCCCTGCGGACGGTGCCGACAGGTGCTTCTCGATCTG
CATCCTGGGATCAAAGCCATAGTGAAGGACAGTGATGGACAGCCGACGGC
AGTTGGGATTCGTGAATTGCTGCCCTCTGGTTATGTGTGGGAGGGCTAA
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Fig. 28

ATGACCGAGTACAAGCCCACGGTGCGCCTCGCCACCCGCGACGACGTCCCC
AGGGCCGTACGCACCCTCGCCGCCGCGTTCGCCGACTACCCCGCCACGLGC
CACACCGTCGATCCGGACCGCCACATCGAGCGGGTCACCGAGCTGCAAGAA
CTCTTCCTCACGCGCGTCGGGCTCGACATCGGCAAGGTGTGGGTCGCGGAC
GACGGCGCCGCGGTGGCGGTCTGGACCACGCCGGAGAGCGTCGAAGCGGGG
GCGGTGTTCGCCGAGATCGGCCCGCGCATGGCCCGAGTTGAGCGGTTCCLGG
CTGGCCGCGCAGCAACAGATGGAAGGCCTCCTGGCGCCGCACCGGCCCAAG
GAGCCCGCGTGGTTCCTGGCCACCGTCGGCGTCTCGCCGGACCACCAGGGC
AAGGGTCTGGGCAGCGCCGTCGTGCTCCCCGGAGTGCGAGGCGGCCGAGCGC
GCCGGGGTGCCCGCCTTCCTGGAGACCTCCGCGCCCCGCAACCTCCCCTTC
TACGAGCGGCTCGGCTTCACCGTCACCGCCGACGTCGAGTGCCCGAAGGAL
CGCGCGACCTGGTGCATGACCCGCAAGCCCGGTGCCTGA
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Fig. 29

ATGGTTCGACCATTGAACTGCATCGTCGCCGTGTCCCAAAATATGGGGATT
GGCAAGAACGGAGACCTACCCTGGCCTCCGCTCAGGAACGAGTTCAAGTAC
TTCCAAAGAATGACCACAACCTCTTCAGTGGAAGGTAAACAGAATCTGGTG
ATTATGGGTAGGAAAACCTGGTTCTCCATTCCTGAGAAGAATCGACCTTTA
AAGGACAGAATTAATATAGTTCTCAGTAGAGAACTCAAAGAACCACCACGA
GGAGCTCATTTTCTTGCCAAAAGTTTGGATGATGCCTTAAGACTTATTGAA
CAACCGGAATTGGCAAGTAAAGTAGACATGGTTTGGATAGTCGGAGGCAGT
TCTGTTTACCAGGAAGCCATGAATCAACCAGGCCACCTCAGACTCTTTGTG
ACAAGGATCATGCAGGAATTTGAAAGTGACACGTTTTTCCCAGAAATTGAT
TTGGGGAAATATAAACTTCTCCCAGAATACCCAGGCGTCCTCTCTGAGGTC
CAGGAGGAAAAAGGCATCAAGTATAAGTTTGAAGTCTACGAGAAGAAAGAC
TAA
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Fig. 30

ATGAAAAAGCCTGAACTCACCGCGACGTCTGTCGAGAAGTTTCTGATCGAA
AAGTTCGACAGCGTCTCCGACCTGATGCAGCTCTCGGAGGGCGAAGAATCT
CGTGCTTTCAGCTTCGATGTAGGAGGGCGTGGATATGTCCTGCGGGTAAAT
AGCTGCGCCGATGGTTTCTACAAAGATCGTTATGTTTATCGGCACTTTGCA
TCGGCCGCGCTCCCGATTCCGGAAGTGCTTGACATTGGGGAATTCAGCGAG
AGCCTGACCTATTGCATCTCCCGCCGTGCACAGGGTGTCACGTTGCAAGAC
CTGCCTGAAACCGAACTGCCCGCTGTTCTGCAGCCGGTCGCGGAGGCCATG
GATGCGATCGCTGCGGCCGATCTTAGCCAGACGAGCGGGTTCGGCCCATTC
GGACCGCAAGGAATCGGTCAATACACTACATGGCGTGATTTCATATGCGCG
ATTGCTGATCCCCATGTGTATCACTGGCAAACTGTGATGGACGACACCGTC
AGTGCGTCCGTCGCGCAGGCTCTCGATGAGCTGATGCTTTGGGCCGAGGAC
TGCCCCGAAGTCCGGCACCTCGTGCACGCGGATTTCGGCTCCAACAATGTC
CTGACGGACAATGGCCGCATAACAGCGGTCATTGACTGGAGCGAGGCGATG
TTCGGGGATTCCCAATACGAGGTCGCCAACATCTTCTTCTGGAGGCCGTGG
TTGGCTTGTATGGAGCAGCAGACGCGCTACTTCGAGCGGAGGCATCCGGAG
CTTGCAGGATCGCCGLGGCTCCGGGCGTATATGCTCCGCATTGGTCTTGAC
CAACTCTATCAGAGCTTGGTTGACGGCAATTTCGATGATGCAGCTTGGGCG
CAGGGTCGATGCGACGCAATCGTCCGATCCGGAGCCGGGACTGTCGGGCGT
ACACAAATCGCCCGCAGAAGCGCGGCCGTCTGGACCGATGGCTGTGTAGAA
GTACTCGCCGATAGTGGAAACCGACGCCCCAGCACTCGTCCGGAGGCAAAG
GAATTCGGGAGATGGGGGAGGCTAACTGAAACACGGAAGGAGACAATACCG
GAAGGAACCCGCGCTATGACGGCAATAAAAAGACAGAATAAAACGCACGGG
TGTTGGGTCGTTTGTTCATAA
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Fig. 31

ATGGGATCGGCCATTGAACAAGATGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGCCGCT
TGGGTGGAGAGGCTATTCGGCTATGACTGGGCACAACAGACAATCGGCTGC
TCTGéIgCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGGCGCCCGGTTCTTTTT
GTCAAGACCGACCTGTCCGGTGCCCTGAATGAACTGCAGGACGAGGCAGCG
CGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGCGTTCCTTGCGCAGCTGTGCTCGAC
GTTGTCACTGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTAT TGGGCGAAGTGCCGGGE
CAGGATCTCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTGCCGAGAAAGTATCCATCATG
GCTGATGCAATGCGGCGGCTGCATACGCTTGATCCGGCTACCTGCCCATTC
GACCACCAAGCGAAACATCGCATCGAGCGAGCACGTACTCGGATGGAAGCC
GGTCTTGTCGATCAGGATGATCTGGACGAAGAGCATCAGGGGCTCGCGCCA
GCCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCGCGCATGCCCGACGGCGATGATCTC
GTCGTGACCCATGGCGATGCCTGCTTGCCGAATATCATGGTGGAAAATGGC
CGCTTTTCTGGATTCATCGACTGTGGCCGGCTGGGTGTGGCGGACCGCTAT
CAGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAGCTTGGCGGCGAA
TGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACGGTATCGCCGCTCCCGATTCGCAG
CGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTGA
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Fig. 32

ATGACCACCTCAGCAAGTTCCCACTTAAATAAAGGCATCAAGCAGGTGTAC
ATGTCCCTGCCTCAGGGTGAGAAAGTCCAGGCCATGTATATCTGGATCGAT
GGTACTGGAGAAGGACTGCGCTGCAAGACCCGGACCCTGGACAGTGAGCCC
AAGTGTGTGGAAGAGTTGCCTGAGTGGAATTTCGATGGCTCCAGTACTTTA
CAGTCTGAGGGTTCCAACAGTGACATGTATCTCGTGCCTGCTGCCATGTTT
CGGGACCCCTTCCGTAAGGACCCTAACAAGCTGGTGTTAEQTGAAGTTTTC
AAGTACAATCGAAGGCCTGCAGAGACCAATTTGAGGCACACCTGTAAACGG
ATAATGGACATGGTGAGCAACCAGCACCCCTGGTTTGGCATGGAGCAGGAG
TATACCCTCATGGGGACAGATGGGCACCCCTTTGGTTGGCCTTCCAACGGC
TTCCCAGGGCCCCAGGGTCCATATTACTGTGGTGTGGGAGCAGACAGAGCC
TATGGCAGGGACATCGTGGAGGCCCATTACCGGGCCTGCTTGTATGCTGGA
GTCAAGATTGCGGGGACTAATGCCGAGGTCATGCCTGCCCAGTGGGAATTT
CAGATTGGACCTTGTGAAGGAATCAGCATGGGAGATCATCTCTGGGTGGCC
CGTTTCATCTTGCATCGTGTGTGTGAAGACTTTGGAGTGATAGCAACCTTT
GATCCTAAGCCCATTCCTGGGAACTGGAATGGTGCAGGCTGCCATACCAAC
TTCAGCACCAAGGCCATGCGGGAGGAGAATGGTCTGAAGTACATCGAGGAG
GCCATTGAGAAACTAAGCAAGCGGCACCAGTACCACATCCGTGCCTATGAT
CCCAAGGGAGGCCTGGACAATGCCCGACGTCTAACTGGATTCCATGAAACC
TCCAACATCAACGACTTTTCTGGTGGTGTAGCCAATCGTAGCGCCAGCATA
CGCATTCCCCGGACTGTTGGCCAGGAGAAGAAGGGTTACTTTGAAGATCGT
CGCCCCTCTGCCAACTGCGACCCCTTTTCGGTGACAGAAGCCCTCATCCGC
ACGTGTCTTCTCAATGAAACCGGCGATGAGCCCTTCCAGTACAAAAATTA
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FIG 33
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FIG 34
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FIG 39
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FIG 44
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FIG 47
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