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DESCRIPCION
Elementos reguladores de acidos nucleicos

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

SECTOR TECNICO

La invencion se refiere a secuencias de acidos nucleicos cis-activas, los llamados elementos TE. Los elementos TE
provienen preferentemente del genoma CHO. Su empleo en, por ejemplo, vectores de expresion permite en
poblaciones celulares estables una expresion de un gen de interés por lo menos dos veces mas elevada en
comparacioén con los vectores utilizados hasta ahora en cualquier locus cromosoémico.

ANTECEDENTES

Las células de mamiferos son las células huésped preferidas para la produccion de proteinas biofarmacéuticas
complejas, ya que las modificaciones realizadas después de la traduccién son compatibles con humanos desde un
punto de vista funcional como también farmacocinético. Los tipos celulares preferentemente relevantes son
hibridomas, mielomas, células de CHO (Chinese Hamster Ovary) y células de BHK (Baby Hamster Kidney). El cultivo
de las células huésped se realiza de modo creciente en condiciones de produccion libres de suero y de proteinas.
Los motivos para ello son la reduccion de costos asociada a ello, la menor interferencia en la purificacion de la
proteina recombinante, asi como la reduccién del potencial para la introduccion de patégenos (por ejemplo, priones,
virus). La aplicacion de células CHO como células huésped tiene cada vez mas difusion, ya que estas células se
pueden adaptar al crecimiento en suspension en un medio libre de suero y de proteina y, al mismo tiempo, son
consideradas y aceptadas como células productivas seguras segun las autoridades de regulacion.

Para generar una linea celular de mamifero estable que expresa un gen heterélogo de interés, se incorpora el gen
heterélogo por lo general junto con un gen marcador seleccionable tal como, por ejemplo, neomicina-
fosfotransferasa (NPT), por transfeccion en la linea celular deseada. El gen heterdlogo y el gen marcador
seleccionable se pueden expresar en una célula huésped, a partir de un Unico vector o de vectores cotransfectados,
separados. Dos a tres dias después de la transfeccion, las células transfectadas se convierten en medio que
contiene un agente selectivo, por ejemplo, G418 al usar el gen de neomicina-fosfotransferasa (gen NPT), y se
cultivan durante algunas semanas en estas condiciones selectivas. Las células resistentes de alto crecimiento que
tienen integrado el ADN exdgeno se pueden aislar e investigar en cuanto a la expresion del producto génico
deseado (gen de interés).

Para la produccion biofarmacéutica son necesarias lineas celulares con productividad alta y estable. Los vectores de
expresion para las células de produccion son provistos de promotores y potenciadores (“enhancer”) fuertes, que
expresan principalmente en forma constitutiva tales como, por ejemplo, el potenciador y el promotor de CMV, para
posibilitar una alta expresién del producto. Como esta expresion del producto tiene que ser garantizada durante un
periodo de tiempo en lo posible prolongado, se seleccionan células que han integrado el gen del producto en forma
estable en su genoma. Esto se realiza con marcadores de seleccion tales como, por ej., la
neomicinafosfotransferasa (NPT) y la dihidrofolato-reductasa (DHFR).

Por la integracion casual de los vectores de expresion en el genoma de la célula huésped se obtienen células con
una expresion de distinta magnitud del producto de gen deseado, ya que su expresion no esta condicionada
solamente por la intensidad del promotor precedente o de la combinacién promotor/potenciador. La estructura de
cromatina que se encuentra en el lugar de integracion puede influir sobre la magnitud de la expresion tanto en forma
negativa como también positiva. En forma creciente se integran en los vectores de expresion por lo tanto también
elementos cis-activos, los cuales influyen de manera positiva sobre la expresion a nivel de la cromatina.

Estos comprenden las regiones de control de locus (“Locus Control Regions”) (LCR), las que se encuentran, por €j.,
en la region 5 del gen de la R-globina (Li y col., 2002) y en la regiéon 3’ del gen TCRa. Estas provocan una alta
expresion especifica del tejido de un transgén acoplado en la cromatina, la cual se caracteriza por la independencia
de la posicién y la dependencia del nimero de copias. Estas propiedades indican que las LCRs son capaces de abrir
la cromatina en su tejido nativo (Ortiz et al., 1997). Existen diversas formas de [3-talasemia en las cuales el locus de
la B-globina se encuentra intacto, pero no se expresa. El motivo de la falta de expresion es una gran delecion en
direccion 5’ del gen de la R-globina. La delecion de esta LCR de R-globina conduce a una conformacion de
cromatina cerrada, la cual se extiende a través de todo el locus y lleva a una supresion de la expresion del gen (Li et
al., 2002). Las LCRs se colocalizan con sitios hipersensibles (HS) a la ADNasa | en las células que expresan
cromatina. La presencia de HA indica igualmente una cromatina abierta. Los HS contienen una serie de diferentes
sitios de ligadura generales y especificos del tejido para los factores de transcripcion. Mediante la interaccion de los
factores de transcripcion con el ADN se forma la estructura abierta de la cromatina de los HS (Li et al., 2002). De
algunas LCRs se conoce que estan compuestas por varios HS, cuyas funciones pueden ser delimitadas mas o
menos una de otra. El gen de TCRa, por ejemplo, es expresado bajo el control endégeno sdlo en el tejido de las
células T. El locus existe, segun el tejido y el estado de expresion, en diversos modos de cromatina. Posee en la
zona 3’ una region de control de locus, que presenta ocho HS. EI HS 2 — 6, un fragmento parcial de 6 kb de la LCR
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actua abriendo la cromatina y no es especifico del tejido. La especificidad con respecto al tejido le es otorgada a la
expresion especifica de las células T en el timo por el HS 7, 8 y 1 (3 kb). Sdélo en la combinacién completa de todos
los HS se encuentra funcionalmente completa la TCRaLCR (Ortiz et al., 1997). Una subdivision y especificacion mas
exacta de las funciones HS individuales de la TCRaLCR se puede leer en (Ortiz et al., 1999). Este ejemplo muestra
que las LCRs son funcionalmente muy complejas y que pueden estar compuestas por diversos elementos de control
como potenciadores, silenciadores y aisladores. Otros ejemplos para una division de las funciones de las LCR en
diversos dominios son el locus de TCRYy y el locus de R-globina. El primero esta compuesto por el sitio hipersensible
ala ADNsa | HsAy el potenciador 3’Ecy1. A la TCRy-LCR se le adjudican ademas de las tareas usuales, un rol en la
recombinacién del gen TCRy (Baker et al., 1999). El locus de 3-globina presenta cinco HS con diversas funciones,
las que para su funcionamiento completo necesitan ademas el promotor especifico del tejido. Las LCRs podrian
jugar otro rol importante en la desmetilacion del ADN especifica del tejido, ya que la mutilacién de ADN provoca una
estructura de cromatina cerrada y la inactivacion de genes. También seria posible un mecanismo de accién que
activa la expresion del gen por medio de una acetilacion aumentada de histona (Li et al., 2002).

Las regiones de andamio/union a la matriz (“Scaffold/Matrix Attachment Regions”) (S/MARs) son secuencias de ADN
que se ligan con alta afinidad in vitro a componentes de la matriz o de la estructura del nucleo celular. Ellas forman
los limites estructurales y posiblemente también funcionales de los dominios de cromatina (Zahn-Zabal et al., 2001).
Las S/IMARs son capaces de interactuar con los potenciadores asi como también de aumentar la accesibilidad del
ADN en la cromatina localmente y de este modo pueden aumentar la expresion de genes heterélogos, integrados en
forma estable, en lineas celulares, plantas y animales transgénicos (Klehr et al., 1991; Stief et al., 1989; Jenuwein et
al., 1997; Zahn-Zabal et al., 2001). Pero no pueden proteger a un locus cromosémico completamente de sus
elementos circundantes para posibilitar una expresion independiente de la posicion (Poljak et al., 1994). El efecto de
las MARs se puede usar para aumentar la parte de clones celulares que expresan (fuertemente) y/o animales
transgénicos en un experimento de transfeccion (McKnight et al., 1992; Zahn-Zabal et al., 2001). Sin embargo,
también se informé de MARs que no producen una fuerte expresion, pero que tienen un rol importante en la
regulacion correcta de genes especificos para el desarrollo (McKnight et al., 1992).

Los aisladores se definen como limite neutro entre regiones vecinas que se influyen mutuamente, por ej., entre
cromatina activa e inactiva (elementos limite). Pueden limitar la accién de los potenciadores y/o aislar contra ellos
dominios completos de ADN y proteger a genes informadores transfectados en forma estable contra efectos de
posicion (Bell y Felsenfeld, 1999; Udvardy, 1999). Estos elementos proveen asi una independencia de la expresion
de la posicion genomica. Ademas pueden evitar el silenciamiento de transgenes en ausencia de presion de
seleccion (Pikaart et al., 1998). Otra supuesta funcion de los aisladores es la delimitacion de territorios de replicacion
(Bell y Felsenfeld, 1999). Los primeros aisladores que se describieron son scs y scs’ de Drosophila. Representan el
limite para el gen del shock de calor hsp70 y suprimen efectos de posicion (Udvardy et al., 1985).

Como otro elemento con funcién aislante se hallé6 un fragmento rico en GC del gen dhfr (hamster chino), que
contienen islas de CpG (Poljak et al., 1994). El fragmento s6lo no mostré influencia sobre la expresion del gen
informador. Situado entre una SAR que promueve la expresion y el gen informador, el fragmento pudo, sin embargo,
evitar en gran parte la accion aumentadora de la expresion del elemento SAR. Este fragmento rico en GC bloquea
posiblemente el mecanismo de apertura de cromatina del elemento SAR y actia por lo tanto como aislante. Los
elementos con islas de CpG extendidas son muy probablemente metiladas, ya que son reconocidas por una ADN-
metiltransferasa, la que transforma citosina en 5-metilcitosina. Como consecuencia se forma cromatina inactiva
(Poljak et al., 1994).

Aronow y colaboradores definieron en el primer intron del gen ADA humano (adenosina desaminasa) un nuevo
elemento regulador que aporta sustancialmente a la expresion dependiente del numero de copias de gel e
independiente de la posicion (Aronow et al., 1995). El elemento es de hasta 1 kb y sélo funcional, cuando flanquea
un potenciador especificos de las células T de 200 pb. Si sélo se encuentra presente uno de los dos segmentos o si
los segmentos estan mal ordenados con respecto al orden y la orientacion, el elemento no tiene funcién, ya que de
este modo se evita la formacién de los sitios hipersensibles a la ADNasa | en el potenciador.

La empresa Cobra Therapeutics describe en la patente WO 02/081677 otro elemento que influye sobre la cromatina.
Los elementos de apertura de cromatina ubicuos (“Ubiquitous Chromatin Opening Elements”) (UCOEs) son
responsables de una estructura de cromatina abierta en regiones cromosémicas con genes domésticos expresados
en forma ubicua (gen hnRNP A2 humano, gen R-actina humano, gen PDCD2 humano). Todos estos genes poseen
islas ricas en CpG en las zonas no traducidas, las que estan relativamente poco metiladas. La falta de mutilacién de
las islas CpG indica que en este sitio se trata de cromatina activa. Los UCOEs ayudan a una intensidad de expresion
que es independiente del ambiente circundante gendmico y del tipo de célula o tejido.

La empresa Immunex describe igualmente secuencias de ADN cis-activas, que provocan un aumento de la
expresion (documento US 6.027.915, documento US 6.309.851). El elemento denominado elemento de secuencia
que aumenta la expresion (“Expression Augmenting Sequence Element”) (EASE) promueve una alta expresion de
proteinas recombinantes en células de mamiferos, no es activo en sistemas de expresion transitorios y no posee las
propiedades de secuencias tipicas como se encuentran en LCRs y S/MARs. Tampoco se trata de una secuencia
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que codifica para una proteina trans-activante, ya que no contiene un marco de lectura abierto. El fragmento tiene un
tamafio de 14,5 kb, proviene del ADN gndmico de células CHO y puede aumentar ocho veces la expresion de un
gen informador integrado en forma estable. Mas de 50% de la actividad del elemento esta limitada a un segmento de
1,8 kb de tamaiio, en donde los primeros 600 pares de bases de este segmento son indispensables para la funcién
correcta. Una propiedad adicional de los sectores de secuencias con alta actividad EASE es la presencia de varios
sitios de union HMG-I(Y). Las proteinas HMG-I(Y) pertenecen a la familia de las proteinas de cromatina no histona
del grupo de alta movilidad. También son denominadas “factores de transcripcion arquitecténicos” y forman una
nueva categoria de los trans-reguladores de genes de mamiferos. Las proteinas HMG-I(Y) reconocen secuencias
ricas en AT y se ligan con sus asi llamados ganchos AT (dominios que ligan ADN) en el surco pequefio del ADN.
Esto puede llevar a modificaciones locales de la topologia de ADN y en consecuencia a una expresion génica
modificada. Los autores de la patente US 6.309.841 suponen que los efectos de los EASE estan relacionados con la
amplificacion inducida por MTX del plasmido integrado. En la amplificacion del gen inducida por MTX se producen
los asi llamados ciclos de rotura-fusion-puente (“Breakage-Fusion-Bridge”). Se puede imaginar un rol de las
proteinas HMG-I(Y) en la modificacién estructural del ADN que lleva a la formacién y reparacion de las roturas de
ADN.

Otros elementos para aumentar la expresion génica en células de mamiferos se describieron en Kwaks et al., 2003.
Estos asi llamados elementos STAR (“Stimulatory and Anti-Repressor Elements”), elementos estimuladores y anti-
represores, provienen del rastreo de una biblioteca de genes humanos con fragmentos de ADN de 500 a 2100 pb. El
rastreo se realizd con un plasmido informador construido especialmente. La expresion del gen informador soélo era
posible cuando estaba unido funcionalmente con un elemento anti-represor del banco de genes humano. Con los
elementos STAR asi obtenidos, los autores pudieron proteger a transgenes de los efectos de posicion en el genoma
de células de mamiferos. En comparacién con el genoma del ratdon se mostré que la mayoria de estos elementos
STAR se encuentran tanto en el genoma humano como en el del ratéon y estan altamente conservados en estas dos
especies.

Un gran problema en la determinacion de lineas celulares con alta expresion de la proteina deseada resulta de la
integracion arbitraria y no dirigida del vector recombinante en los loci de transcripcion activa o inactiva del genoma
de la célula huésped. De este modo se obtiene una poblaciéon de células que presentan tasas de expresion
completamente diferentes del gen heterélogo, en donde la productividad de las células sigue en general una
distribucion normal. Para la identificacion de clones de células, que presentan una muy alta expresion del gen
heterdélogo de interés, tienen que examinarse y probarse una multiplicidad de clones, dando por resultado un alto
costo en cuanto a tiempo, trabajo y gastos. Las optimizaciones del sistema de vectores usado para la transfeccion
estan dirigidas por lo tanto primero a posibilitar la transcripcion de un transgén integrado en forma estable por medio
del uso de elementos cis-activos adecuados, o también a aumentarla. Los elementos cis-activos que tiene efecto
sobre el nivel de cromatina comprenden, por ej., las ya descritas regiones de control de locus, las regiones de
andamio/unién a la matriz, aisladores, entre otros. Algunos de estos elementos protegen a determinados genes
contra la influencia de la cromatina circundante. Otros muestran un efecto similar a los intensificadores, estando
ésta, sin embargo, limitada a constructos integrados en forma estable. Otros elementos reunen varias de estas
funciones en ellos. Frecuentemente no es posible una adjudicacion exacta a un grupo determinado.

En lineas celulares estables la expresion del gen del producto transgénico esta sujeta considerablemente a efectos
de posicion cromosémicos. Este fendmeno se basa en la influencia de la estructura de la cromatina y/o a la
presencia de elementos reguladores intrinsecos en el lugar de integracion del ADN extrafo. Esto lleva a niveles de
expresion muy variables. En la seleccion de células se forman por lo tanto frecuentemente clones con expresion del
producto muy reducida o que falta totalmente. Estos efectos de posicion cromosémicos también son la causa de que
la generacion de lineas celulares de produccion, que expresan un alto nivel de una proteina terapéutica, constituya
en general un procedimiento muy costoso en cuanto a tiempo, capacidad y gastos. Las lineas celulares estables con
alta productividad son generadas comunmente por seleccion con marcadores de seleccién positivos, combinados
frecuentemente con amplificacion génica inducida por agentes (por ej., dihidrofolato-reductasa/metotrexato o
glutaminasintetasa/metioninasulfoximina). Los pools y clones que se forman con esta estrategia de seleccion son
examinados en un procedimiento de rastreo muy trabajoso con respecto a una expresion alta y estable. La mayoria
de los clones no produce o sélo produce cantidades promedio de producto, s6lo muy pocos son altos productores.
La proporcion de altos productos en una poblacién mixta puede ser aumentada, por ejemplo, por una mutacion en el
marcador de seleccion (Sautter y Enenkel, 2005, documento WO 2004/050884). Un aumento adicional de la
productividad especifica de cada clon individual, asi como también de la proporciéon de altos productores dentro de
una poblacién celular transfectada es, sin embargo, deseable.

La productividad especifica de células transfectadas en forma estable, especialmente células CHO u otras células
relevantes para la produccion, y la proporcion de altos productores de una mezcla de transfeccion tienen que ser
aumentados. Esto tiene que llevar en ultima instancia a un desarrollo mas eficiente de las lineas celulares. De este
modo se pueden establecer en menos tiempo mas lineas celulares y con mayor produccién, y de este modo se
ahorra en tiempo, trabajo y costos.

SINTESIS DE LA INVENCION
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La presente invencion se refiere a acidos nucleicos reguladores (denominados “elementos TE”), especialmente a un
acido nucleico que contiene TE-13 (SEQ ID N° 15) o a un fragmento de TE-13 (SEQ ID N° 15) o a sus secuencias de
nucleodtidos complementarias o a un derivado de TE-13 (SEQ ID N° 15) o a sus secuencias de nucleétidos
complementarias, en donde el acido nucleico, el fragmento, el derivado o sus secuencias de nucledtidos
complementarias lleva a un aumento de la transcripcion y/o expresion de un gen de interés en un sistema de
expresion, y en donde el derivado presenta al menos una identidad de la secuencia del 85%. La presente invencion
se refiere, en particular, a un acido nucleico con la SEQ ID N° 1. Se pudo demostrar, sorprendentemente, que el uso
de un elemento TE de este tipo soluciona, protege de o elimina los efectos de posicidon cromosémicos en un vector
de expresiéon en unién con un promotor, un gen de producto, un marcador de seleccion y opcionalmente un
potenciador con una integracion estable en un genoma huésped como, por ejemplo, el genoma CHO-DG44. De este
modo se aumenta tanto la proporcién de altos productos de una mezcla de transfeccién como también el nivel de
expresion absoluto.

La invencién se refiere ademas a vectores de expresion eucaridticos que contienen un acido nucleico de acuerdo
con la invencion, preferentemente los elementos TE TE-01 (SEQ ID N° 3), TE-02 (SEQ ID N° 4), TE-07 (SEQ ID N°
9), TE-08 (SEQ ID N° 10), TE-10 (SEQ ID N° 12), TE-11 (SEQ ID N° 13), TE-12 (SEQ ID N° 14), TE-13 (SEQ ID N°
15), TE-15 (SEQ ID N° 17), TE-17 (SEQ ID N° 19), TE-18 (SEQ ID N° 20). En base a su tamafio reducido se
prefieren especialmente TE-07, TE-08, asi como TE-13 (SEQ ID N° 15).

La SEQ ID N° 1 proviene de una zona de secuencias que se encuentra corriente arriba de la region codificadora del
gen ubiquitina/S27a, que fue aislada de células CHO, en donde el gen codifica para una proteina esencial en el
metabolismo de ribosomas de la célula.

En comparacion con los vectores de expresion usados hasta ahora, la introduccién adicional de los elementos TE
cis-activos en vectores de expresion posibilita una productividad especifica sorprendentemente mayor hasta en un
factor de 7, del pool de células transfectadas en forma estable, especialmente del pool de células CHO-DG44. En
transfecciones transitorias de pools de células CHO-DG44 no se puede obtener en cambio con la introduccién de los
elementos TE ningin aumento de la productividad. Asi, el aumento de productividad observado en el pool de células
estable no se basa en un potenciador presente en los elementos TE. Para el aumento de la productividad causado
por los elementos SE TE requiere obligatoriamente una integracion cromosomica. Esto indica que los elementos TE
pueden suprimir, proteger de, o eliminar, efectos de posicion cromosémicos negativos. De este modo se pudieron
generar e identificar elementos cis-activos que se caracterizan por su especial adecuacion para la seleccion y el
enriquecimiento de células de alta produccion y de este modo pueden reducir tiempo, costos y capacidad en el
aislamiento y la identificacion de clones de alta produccion.

Las posibilidades de utilizacién de la invenciéon se encuentran, por €j., en el desarrollo de lineas celulares de alta
produccion, que son requeridas, por ejemplo, para la preparacion de productos biofarmacéuticos, en ensayos
analiticos basadas en células, en “High Througput Screenings” de sustancias o para la obtencion de productos de
proteinas recombinantes para espectroscopia RMN, otros ensayos, etc. Por la mayor productividad especifica y la
reduccion de células, que no expresan o expresan poco producto, se pueden establecer mas lineas celulares y de
mayor produccion en menor tiempo y de este modo se puede ahorrar en trabajo y costos. Otras posibilidades de
utilizacion se encuentran en la obtencion de lineas de células huésped robustas, mejoradas (por €j., introduccion de
genes anti-apoptosis o de glucosilacion), de plantas o animales transgénicos asi como también en la terapia génica.

La invencion no resulta del estado de la técnica.

El &cido nucleico con la SEQ ID N° 1 es una secuencia de acidos nucleicos que se aislé del genoma de hamster
chinos (Cricetulus griseus). Proviene de una zona de secuencias que se encuentra corriente arriba de la region
codificadora del gen de ubiquitina/S27a.

El acido nucleico con la SEQ ID N° 1 presenta un contenido promedio de GC de 44% y no contiene pasajes mas
largos de repeticiones de GC. Este contenido de GC es comparable con el contenido de GC promedio descrito para
ADN gendémico de mamiferos de aprox. 40% (Delgado et al., 1998). La busqueda con newcpgseek (paquete de
analisis de la secuencia EMBOSS) de regiones ricas en CpG dio como resultado Unicamente cinco regiones de
secuencia, muy cortas, que presentan una frecuencia, absolutamente incrementada, de dimeros CpG y/o una
proporcién incrementada de CpG en relacion con GpC: nucleétidos 2242 — 2259 (18 pb), 3129 — 3146 (18 pb), 3215
— 3240 (26 pb), 3417 — 3461 (44 pb) y 3658 — 3788 (131 pb) de la SEQ ID N° 1. Los resultados de la busqueda
demuestran que la secuencia de acidos nucleicos no contiene islas de CpG extendidas.

Ademas, la SEQ ID N° 1 contiene dos repeticiones tandem (nucledtidos 2179 — 2244 y nucledtidos 1027 — 1080) y
dos repeticiones invertidas (nucleétidos 8 — 47 y nucledtidos 1726 — 1766), las cuales fueron identificadas con los
programas EMBOSS etandem y einverted. TE-08 contiene, por consiguiente, una repeticion invertida. En el intervalo
de la secuencia entre 1 pb y 1578 pb se encuentran, por consiguiente, una repeticion tandem y una repeticion
invertida.

Partes de los acidos nucleicos con la SEQ ID N° 1 ya fueron descritas en el documento WO 97/15664: los
nucledtidos 1579 a 3788 de la SEQ ID N° 1 corresponden a los nucleétidos 1 a 2201 de la SEQ ID N° 5 de la WO
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97/15664, pero con una diferencia. En la preparacion de la SEQ ID N° 1 de acuerdo con la invencion se introdujeron
4 nucledtidos adicionales condicionados por la clonacién, los que se generaron por una reaccion de relleno de un
sitio de corte de EcoRI existente. Esta insercion de los 4 nucleétidos adicionales se realizé entre los nucleétidos 357
y 358 de la SEQ ID N° 5 del documento WO 97/15664. Los nucleétidos 1 a 1578 de la secuencia de acidos nucleicos
con la SEQ ID N° 1 de la presente invencion presentan sin embargo, zonas de secuencias hasta ahora
desconocidas, que fueron aisladas en el marco de esta invencion. En el documento WO 97/15664 tampoco se reveld
que la SEQ ID N° 1 de la presente invencion, u otros acidos nucleicos de acuerdo con la invencién que aumentan la
transcripcion y/o la expresion de un gen de interés, independientemente del lugar de integracion cromosomico,
cuando se unen funcionalmente con una combinacién de promotor/potenciador, la que posibilita la transcripcién del
gen de interés unido funcionalmente. En el documento WO 97/15664 se divulga en cambio el uso de las secuencias
5’'UTR del gen de ubiquitina/S27a como promotor, en donde la zona de secuencias de la posicién -161 hasta la -45,
de acuerdo con la Figura 5 en el documento WO 97/15664, es esencial para una actividad del promotor. Esta zona
de secuencias se encuentra en el acido nucleico de la SEQ ID N° 1, de acuerdo con la invencion, y un fragmento
derivado de la misma con la SEQ ID N° 2 mantenido sélo parcialmente (posicion -161 a -89 de acuerdo con la Figura
5 en el documento WO 97/15664). Otros acidos nucleicos de acuerdo con la invencién ya no contienen esta zona de
secuencias.
Ademas, el acido nucleico de la SEQ ID N° 1 de acuerdo con la invencion, usando los algoritmos de alineamiento
estandar, como por ejemplo BLAST, no presentan homologias de secuencias con las secuencias de acidos
nucleicos descritos en las siguientes solicitudes de patente, las que también pueden influir en cis sobre la expresion
a nivel de la cromatina:

a) secuencias de acido nucleico UCOE del documento WO 00/05393

b) secuencias de acido nucleico EASE del documento US 6.309.841

c) secuencias de acido nucleico STAR del documento WO 03/004704
Tampoco con estrategias de alineacion mas complejas se encuentran homologias
de las secuencias extendidas con respecto a estas secuencias de acidos nucleicos a) a c).

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

FIGURA 1: REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LOS VECTORES BASE

Los vectores representados bajo A se usaron para la expresion de un anticuerpo IgG1 monoclonal, recombinante en
células CHO-DG44. “E/P”, en este caso, es una combinacion del potenciador CMV y el promotor de ubiquitina/S27a
de hamster, “P” es s6lo un elemento del promotor y “T” es una sefial de terminacion para la transcripcion, que se
requiere para la poliadenilacién del mARN transcripto. La posicion y la direccion de la iniciacion de la transcripcion
en cada unidad de transcripcién se indica mediante una flecha. Para la clonacién de los elementos TE antes de la
combinacién promotor/potenciador se encuentra un sitio de corte Spel ("Spel“). El marcador de seleccion
amplificable dihidrofolato-reductasa esta abreviado con “dhfr”. El marcador de seleccidon neomicina-fosfotransferasa
contiene la mutacion puntual D227G y esta abreviado en la Figura correspondientemente con “D227G”. El elemento
“IRES” proveniente del virus de la encefalomiocarditis sirve como sitio de ligadura de ribosomas interno dentro de la
unidad de transcripcion bicistronica posibilita la traduccion de la siguiente proteina fluorescente verde “GFP”. “HC” y
“LC” codifican para la cadena pesada y/o liviana de un anticuerpo IgG1 monoclonal humanizado.

El vector representado bajo B se usé para la expresion de la proteina recombinante MCP-1 en células CHO-DG44.
“E/P” es una combinacion de potenciador de CMV y promotor de CMV, “P” es s6lo un elemento de promotor y “T” es
una sefal de terminacién para la transcripcidon que se requiere para la poliadenilacion del mARN transcripto. La
posicion y la direccidon de la iniciacion de la transcripcion en cada unidad de transcripcion se indica mediante una
flecha. Para la clonacion del elemento TE fue introducida una zona de secuencias “A” antes del promotor con sitios
de corte para las endonucleasa de restriccion (adaptador). El marcador de seleccion neomicina-fosfotransferasa
contiene la mutacion puntual F240l1 y esta abreviada en la Figura correspondientemente con “F2401". El elemento
“IRES” proveniente del virus de la encefalomiocarditis sirve como sitio de ligadura de ribosomas interno dentro de la
unidad de transcripcion bicistrénica posibilita la traduccion de la siguiente proteina fluorescente roja “dsRed”. “MCP-
1” codifica para la proteina quimioatractiva de monocitos humana-1.

FIGURA 2: REPRESENTACION ESQUEMATICA DE UN VECTOR BASE MCP-1

El vector representado aqui se usé para la expresion de la proteina recombinante MCP-1 en células CHO-DG44.
“E/P” es una combinacion de potenciador de CMV y promotor de CMV, “P” es s6lo un elemento de promotor y “T” es
una sefal de terminacién para la transcripcidon que se requiere para la poliadenilacion del mARN transcripto. La
posicion y la direccidon de la iniciacion de la transcripcion en cada unidad de transcripcion se indica mediante una
flecha. Para la clonacion del elemento TE fue introducida una zona de secuencias “A” antes del promotor con sitios
de corte para las endonucleasa de restriccion (adaptador). El marcador de seleccion dihidrofolato-reductasa esta
abreviado como “dhfr’. El elemento “IRES” proveniente del virus de la encefalomiocarditis sirve como sitio de
ligadura de ribosomas interno dentro de la unidad de transcripcion bicistronica posibilita la traduccion de la siguiente
proteina fluorescente roja “dsRed”. “MCP-1”" codifica para la proteina quimioatractiva de monocitos humana-1.

FIGURA 3: SECUENCIA 5 DEL GEN DE UBIQUITINA/S27A DE CHO
La zona de secuencias que comprende 2788 pb (SEQ ID N° 1) fue aislada del genoma de células de CHO (ovario de
hamster chino) y se encuentra corriente arriba de la region codificadora del gen Ub/S27a, en el que se trata de una
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fusién entre una unidad de ubiquitina (Ub) y una proteina ribosémica de la pequefia subunidad de ribosomas (S27a).

FIGURA 4: REPRESENTACION GRAFICA DE LOS ELEMENTOS TE 00 A 12

Esta Figura muestra esquematicamente la zona de secuencias genémica que se encuentra corriente arriba de la
region codificadora del gen de ubiquitina/S27a de CHO de 2788 pb, que se encontraba subclonado en un plasmido.
De esta secuencia genémica (SEQ ID N° 1) denominada también elemento TE A se prepararon fragmentos parciales
de diferente longitud, denominados a continuacion elementos TE. El elemento TE 00 (SEQ ID N° 2) fue aislado de
un subcldn de esta secuencia como fragmento de restriccion Sacll y clonado en el sitio de corte Spel de los vectores
objetivo pBID-HC y pBING-LC. Estos contenia o bien el gen para la cadena pesada (HC) o la cadena liviana de un
IgG1 (ver Figura 1a). De esta manera se obtuvieron los vectores de expresion, en los cuales el elemento TE 00 esta
posicionado en orientacién directa e inversa corriente arriba del promotor. Los elementos TE 01 a 12 fueron
preparados por PCR con diversos pares de cebadores (ver Figuras 5y 6) y clonados mediante BamHI/BsrGl en los
plasmidos de base pTE4/MCP-1 (Fig. 1B) y pTE5/MCP-1 (Fig. 2).

FIGURA 5: ELEMENTOS TEOO A 12

En esta Tabla se representan tanto el tamafio como la posicion inicial y final de los elementos TE 00 a 21, que
fueron generados de la secuencia TE-A (SEQ ID N° 1). Para los fragmentos que fueron generados a través de PCR
se indican ademas los cebadores utilizados. Los escalonamientos de tamario de los elementos son de aprox. 500 pb
y presentan en comparacién con la secuencia de partida TE-A (SEQ ID N° 1) deleciones en el extremo 5’ 0 3'.

FIGURA 6: CEBADOR PARA LA SINTESIS DE LOS ELEMENTOS TE 01 A 12

Los cebadores estan representados en direcciéon 5’-3'. Los cebadores con “for” en la denominacion identifican a los
cebadores en orientacion directa de la SEQ ID N° 1, los cebadores con “rev”, indican la orientacion inversa. Cada
cebador esta compuesto en el extremo 5’ por seis nucleétidos cualesquiera, seguidos por un sitio de corte BamHI o
BsrGl y una secuencia de aprox. 20 a 30 nucledtidos, la que es 100% homodloga con respecto a un tramo de
secuencia en la SEQ ID N° 1. La zona de los cebadores homdloga a la SEQ ID N° 1 se resalt6. Se usaron un
cebador “for” y un cebador “rev” para la amplificacion de una zona de secuencias de la SEQ ID N° 1. El producto de
PCR resultante en cada caso se cloné mediante BamHI y BsrGl en el plasmido de base pTE4/MCP-1 (Figura 1B) o
pTE5/MCP-1 (Figura 2).

FIGURA 7: MEDICION FACS DE LA SERIE DE TRANSFECCION B

La Figura muestra el aumento relativo de la expresion GFP en células con el elemento TE 00 en comparacion con
células sin el elemento TE 00. Ademas se transfectaron células CHO-DG4 con las combinaciones de plasmidos
pBING-LC y pBID-HC, que se diferenciaban una de otra solamente por la presencia y la orientacion del elemento TE
00. Después de una seleccion de dos a tres semanas de los pools de células transfectados en medio libre de HT con
adicion de G418 se midio la fluorescencia GFP por analisis FACS. Cada grafico, con excepcion de las células CHO-
DG44 (“DG44”) no transfectadas, que servian como control negativo, representa el valor promedio de la
fluorescencia GFP de diez pools de la serie de transfeccién B. Por pool se consideraron 20000 células. “Control”
significa los plasmidos de base pBING-LC y pBID-HC. “Inversa” significa una orientacion inversa del elemento TE 00
en los vectores base, “directa” significa una orientacion directa del elemento TE 00 en los vectores base.

FIGURA 8: MEDICION FACS DE LA SERIE DE TRANSFECCION C

La Figura muestra la parte de las células que expresan dsRed2 en poblaciones de células estables, que contenian
los elementos TE 01, 02, 05, 06, 08 6 09, en comparacion con las células en poblaciones celulares que no contenian
elementos TE. Para ello se transfectaron células CHO-DG44 con el plasmido pTE4/MCP-1 o sus derivados, que
contenian uno de los elementos TE arriba mencionados. Después de una seleccion de aprox. Tres semanas de los
pools de células transfectadas en medio con adicion de G418 se midio la fluorescencia dsRed2 por analisis FACS.
Por pool se midieron en cada caso 10000 células y se resto la fluorescencia propia de las células CHO-DG44 no
transfectada. Cada valor representa el valor promedio de la parte porcentual de células que expresan dsRed2 de 6
pools de la serie de transfeccién C.

FIGURA 9: INFLUENCIA DE LOS ELEMENTOS TE SOBRE LA PRODUCTIVIDAD ESPECIFICA

En esta figura se representan en forma de grafico (A) o tabla (B) las modificaciones del nivel de expresion de 1gG1
y/o MCP-1, las que resultan de la presencia de los elementos TE en comparacion con el pool de control sin elemento
TE. Los pools celulares se obtuvieron por transfeccion estable de células CHO-DG44 con los plasmidos base
pBING-LC y pBID-HC y/o pTE4/MCP-1 (“control”) y los derivados obtenidos de alli, los que contenian en cada caso
un elemento TE (“00” en orientacion directa (“00 directa”) y en orientacion inversa (“00 inversa”), “01” a “127).
Después de una seleccién de dos a tres semanas de los pools de células transfectados en medio libre de HT con
adicién de G418 (Serie A y B) y/o en medio que contenia HT con adicion de G418 (Serie C y D) se midi6 la
expresion de proteinas por ELISA en el sobrenadante del cultivo celular y se calculé la productividad especifica por
célula y dia. El cultivo de las células CHO-DG44 transfectadas en forma estable se realiz6 mediante varios pasajes
en recipientes T de 75 cm2 con un ritmo de pasaje de 2-2-3 dias. En la Serie A, de las combinaciones de plasmidos
“00 inversa” y “00 directa” se encontraban en cultivo 4 pools y del control 3 pools a través de 8 pasajes, en la Serie B
de cada combinacion de plasmido 10 pools a través de 6 pasajes y en las Series C y D de cada tipo de plasmido 6
pools a través de 6 pasajes. Las productividades especificas de los pools en una combinacién de plasmidos y una
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serie se calculé un valor medio y el valor medio de los controles en cada serie se igual6 a 1. Las productividades
especificas promediadas de los pools con elemento TE, se ajustaron en relacion.

FIGURA 10: INFLUENCIA DE LOS ELEMENTOS TE SOBRE LA PRODUCTIVIDAD ESPECIFICA EN
POOLS DE CELULAS SELECCIONADAS DHFR

En esta figura se representan en forma de grafico (A) o tabla (B) las modificaciones del nivel de expresion de MCP-1,
las que resultan de la presencia de los elementos TE en comparacién con el pool de control sin elemento TE. Los
pools celulares se obtuvieron por transfeccién estable de células CHO-DG44 con el plasmido base pTE4/MCP-1
(“control”) o los derivados obtenidos de alli, los que contenian ademas en cada caso un elemento TE (“01” a “127)
(Serie E). Después de una seleccion de dos a tres semanas de los pools de células transfectados en medio libre de
HT se midi6 la expresion de proteinas por ELISA en el sobrenadante del cultivo celular y se calcul6 la productividad
especifica por célula y dia. El cultivo de las células CHO-DG44 transfectadas en forma estable se realiz6 mediante
varios pasajes en recipientes T de 75 cm2 con un ritmo de pasaje de 2-2-3 dias. De cada variante de plasmido se
encontraban en cultivo 6 pools a través de 6 pasajes. Las productividades especificas de los pools en una variante
de plasmido se promediaron y el valor medio de los controles se iguald a 1. Las productividades especificas
promediadas de los pools con elemento TE, se ajustaron en relacion.

FIGURA 11: PRUEBA DE LOS ELEMENTOS TE CON RESPECTO A LA
ACTIVIDAD POTENCIADORA

La transfeccion transitoria de las células CHO-DG44 no mostré con el uso de los vectores de expresion con
elementos TE ningin aumento significativo del titulo de MCP-1 con respecto a los vectores control sin elemento TE.
Los elementos TE 01 a 12 no actdan por lo tanto como potenciador y sélo pueden provocar un aumento significativo
de la expresion con integracion cromosémica. Se transfectaron en cada caso 6 pools con el vector base pTE4/MCP-
1 (“control”) y los derivados que provenian de alli, los que contenian ademas un elemento TE (“01” a “12”). Al mismo
tiempo se cotransfectd un plasmido de expresion SEAP, para determinar la eficiencia de transfeccion (SEAP =
fosfatasa alcalina segregada). Después de 48 hs de cultivo en un volumen total de 3 ml se retird el sobrenadante del
cultivo celular y se determiné el titulo de MCP-1 por medio de ELISA asi como también la actividad SEAP. El titulo
de MCP-1 se corrigié con respecto a la eficiencia de transfeccion, calculada por medio de la expresion de SEAP. La
figura muestra el valor medio de 6 pools paralelos con desviacion estandar.

FIGURA 12: OTROS ELEMENTOS TE

Los resultados hasta ahora indican que la seleccion mostrada en esta figura de partes de la secuencia ID N° 1
también pueden provocar un aumento de la expresidon génica. Por clonacidon y transfeccion estable de estos
elementos TE adicionales se puede caracterizar mas aun la secuencia ID N° 1, para localizar las zonas de secuencia
importantes para la funcién en forma mas exacta.

FIGURA 13: PRUEBA DE DIFERENTES POSICIONES Y COMBINACIONES DE LOS ELEMENTOS
TE

Esta figura representa una seleccion de posibles vectores de expresion en los cuales se usan diferentes posiciones,

orientacion y combinaciones de elementos TE, para investigar, si de este modo se puede lograr un aumento

adicional de la expresion. Aparte del flanqueo del gen del producto por elementos TE, se introducen también varios

elementos TE cortos idénticos o diferentes uno después de otro, como por €j., los elementos TE 06 y 08 o los

nuevos elementos TE 13 y 14.

FIGURA 14: INFLUENCIA DE LOS ELEMENTOS TE TE-13 A TE-18 SOBRE LA
EXPRESION DE MCP-1 ESPECIFICA

En esta figura se representan graficamente las modificaciones del nivel de expresion de MCP-1, las que resultan de
la presencia de los elementos TE en comparacion con los pools control sin elemento TE. Los pools celulares se
obtuvieron por medio de transfeccion estable de células CHO-DG44 con el plasmido base pTE4/MCP-1 (“control”) o
derivados provenientes de alli, los que contenian adicionalmente un elemento TE (“13” a “18”) (Serie F). Después de
una selecciéon de dos a tres semanas de los pools celulares transfectados en medio suplementado con HT +G418
(400 p/ml) se midi6 la expresion de proteinas por ELISA en el sobrenadante de cultivo celular y se calcul6 la
productividad especifica por célula y dia. El cultivo de las células CHO-DG44 transfectadas en forma estable se
realizd6 mediante varios pasajes en recipientes T de 75 cm2 con un ritmo de pasaje de 2-2-3 dias. De cada variante
de plasmido se encontraban en cultivo 4 pools a través de 5 a 6 pasajes. Las productividades especificas de los
pools en una variante de plasmido se promediaron y el valor medio de los controles se iguald a 1. Las
productividades especificas promediadas de los pools con elemento TE, se ajustaron en relacion.

FIGURA 15: INFLUENCIA DE LOS ELEMENTOS TE EN DIVERSAS POSICIONES Y EN DIVERSAS
COMBINACIONES SOBRE LA EXPRESION DE MCP-1

En esta figura se representan graficamente las modificaciones del nivel de MCP-1, las que resultan de la presencia 'y

combinacion de diversos elementos TE en comparacién con los pools control sin elemento TE. Los pools celulares

se obtuvieron por medio de transfeccion estable de células CHO-DG44 con el plasmido base pTE4/MCP-1 (“control”)

o derivados provenientes de alli, los que contenian adicionalmente uno o dos elementos TE (“06 y 08, 08rev, 09reyv,

A”) (Serie G). Después de una seleccion de dos a tres semanas de los pools celulares transfectados en medio
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suplementado con HT +G418 (300 p/ml) se midi6 la expresion de proteinas por ELISA en el sobrenadante de cultivo
celular y se calculd la productividad especifica por célula y dia. El cultivo de las células CHO-DG44 transfectadas en
forma estable se realizé a través de varios pasajes en placas de 6 cavidades (MAT6) con un ritmo de pasaje de 2-2-
3 dias. De cada variante de plasmido se encontraban en cultivo 6 pools a través de 6 pasajes. Las productividades
especificas de los pools en una variante de plasmido se promediaron y el valor medio de los controles se igual6 a 1.
Las productividades especificas promediadas de los pools con elemento TE, se ajustaron en relacion.

FIGURA 16: PRUEBA DEL ELEMENTO TE CON ANTICUERPOS IGG-4

Los vectores aqui representados se usaron para la expresion de anticuerpos IgG4 monoclonales, recombinantes, en
células CHO-DG44. “E/P”, en este caso, es una combinacion del potenciador y promotor CMV, “P” es solo un
elemento del promotor y “T” es una sefial de terminacion para la transcripcion, que se requiere para la
poliadenilacién del mARN transcripto. La posicién y la direccion de la iniciacion de la transcripcion en cada unidad de
transcripcion se indica mediante una flecha. Los genes para la cadena liviana (LC2 o LC3) y la pesada (HC2 o HC3)
fueron clonados por intercambio con el casete MCP-1 — IRES — dsRed2 (Figs. 1B y 2). Codifican para la cadena
pesada y/o liviana de anticuerpos IgG4 monoclonales humanizados. El marcador de seleccién amplificable
dihidrofolato-reductasa esta abreviado con “dhfr’. El marcador de seleccion neomicina-fosfotransferasa contiene la
mutacion puntual F2401 y esta abreviada en la Figura correspondientemente con “F240I”.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Los conceptos y denominaciones utilizados en el marco de esta descripcion de la invencion tienen los siguientes
significados definidos a continuacion. Las formas de expresion generales “que contiene” o “contiene” comprenden la
forma de expresion mas especial “compuesto por”. El “singular” y el “plural” no se utilizan en forma limitativa.

El concepto “elemento TE” denota acidos nucleicos reguladores.

Los conceptos “elemento TE” o “elemento que aumenta la expresién” o “elemento que aumenta la transcripcion” o
“elemento de acidos nucleicos que aumenta la expresion y/o la transcripcion” se usan en el texto como sinénimos.
Estos conceptos denotan todas las secuencias de acidos nucleicos reguladoras.

Por “elemento TE” o “elemento que aumenta la expresion” o “elemento que aumenta la transcripcion” o “elemento de
acidos nucleicos que aumenta la expresion y/o la transcripcion” se entiende aqui especialmente la secuencia ID N°
1, inclusive su secuencia complementaria, la que fue aislada del genoma del hamster chino (Cricetulus griseus), o
una parte, fragmento o zona cualquiera de la misma, que conduce a un aumento de la transcripcion y/o expresion de
un gen de interés, en una integracion cromosémica, comprendiendo el fragmento o bien derivado al menos un
intervalo de secuencias de la zona de acidos nucleicos entre 1 pb y 1578 pb, y presentando el derivado una
identidad de la secuencia de al menos el 85%. También se entienden cualesquiera combinaciones de acidos
nucleicos de acuerdo con la invencién, los cuales se componen de varios acidos nucleicos de acuerdo con la
invencion, idénticos o diferentes, los cuales a su vez pueden estar en cualquier orientacion y distancia unos de otros
o también pueden ser combinados con secuencias reguladores y que llevan a un aumento de la transcripcion y/o
expresion de un gen de interés. El concepto elemento TE puede ser la SEQ ID N° 1 propiamente dicha como
también otros acidos nucleicos de acuerdo con la invencion.

El concepto “elemento TE”, "elemento de acidos nucleicos que aumenta la transcripcion y/o la expresion” y/o
fragmentos, partes, zonas o derivados del mismo, comprende ademas aparte de zonas de secuencias de hamster
chino (Cricetulus griseus) también secuencias de nucleétidos homodlogas funcionales correspondientes de otros
organismos. Tales otros organismos son por ejemplo, el ser humano, raton, rata, mono, asi como también otros
mamiferos y roedores, reptiles, pajaros, peces y plantas.

Por un “fragmento” o “parte” o “zona” (estos conceptos se usan como sinénimos) se entiende una molécula de
acidos nucleicos (de hebra simple o doble) que presenta identidad de secuencia de 100% con una parte de la SEQ
ID N° 1 o su secuencia complementaria. Es conocido que la clonacién de fragmentos que son obtenidos o bien a
través de digestion con enzimas de restriccion o a través de PCR, puede llevar a modificaciones en las zonas de los
extremos del fragmento, es decir, por ejemplo, nucleotidos adicionales o faltantes que resultan de reacciones de
adiciéon o supresion, o nucledtidos introducidos adicionalmente por medio de cebadores. Estas variaciones en las
zonas de los extremos de los fragmentos estan incluidas en la definicion de un fragmento, ain cuando estas zonas
de secuencias presenten una identidad de secuencia de menos de 100% con la SEQ ID N° 1. “Partes” y/o
“fragmentos” y/o “zonas” de la secuencia ID N° 1 son, por €j., TE-00 (Secuencia ID N° 2), TE-01 (Secuencia ID N° 3),
TE-02 (Secuencia ID N° 4), TE-03 (Secuencia ID N° 5), TE-04 (Secuencia ID N° 6), TE-05 (Secuencia ID N° 7), TE-
06 (Secuencia ID N° 8), TE-07 (Secuencia N° 9), TE-08 (Secuencia ID N° 10), TE-09 (Secuencia N° 11), TE-10
(Secuencia ID N° 12), TE-11 (Secuencia N° 13), TE-12 (Secuencia ID N° 14), TE-13 (Secuencia ID N° 15), TE-14
(Secuencia ID N° 16), TE-15 (Secuencia ID N° 17), TE-16 (Secuencia ID N° 18), TE-17 (Secuencia ID N° 19), TE-18
(Secuencia ID N° 20), TE-21 (Secuencia ID N° 21). Preferentemente, el fragmento, en una integracion cromosémica
estable, lleva a un aumento de la transcripcion y/o expresion de un gen de interés unido funcionalmente. “Partes” y/o
“fragmentos” y/o “zonas” de la Secuencia ID N° 1 preferidos, que llevan a un aumento de la transcripcion y/o
expresion de un gen de interés, son, por ej., TE-01 (Secuencia ID N° 3), TE-02 (Secuencia ID N° 4), TE-07
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(Secuencia N° 9), TE-08 (Secuencia ID N° 10), TE-10 (Secuencia ID N° 12), TE-11 (Secuencia N° 13), TE-12
(Secuencia ID N° 14), TE-13 (Secuencia ID N° 15), TE-15 (Secuencia ID N° 17), TE-17 (Secuencia ID N° 19), TE-18
(Secuencia ID N° 20). Pero por “fragmento” también se entienden también todas las otras partes posibles de la SEQ
ID N° 1 en cualquier orientacion, las que llevan a un aumento de la transcripcion y/o expresion de un gen de interés,
especialmente aquellas que se encuentran total o por lo menos parcialmente en la zona 5’ de TE-00 (SEQ ID N° 2).
Esto corresponde a la zona parcial de SEQ ID N° 1 entre 1 pb y 1578 pb. Se prefiere también el fragmento TE-08
(SEQ ID N° 10).

Por un “derivado” se entiende en la siguiente invenciéon una molécula de acidos nucleicos (de hebra simple y doble),
que presenta con la SEQ ID N° 1 o su secuencia complementaria o con una parte y/o fragmento y/o zona de la SEQ
ID N° 1 y/o su secuencia complementaria, una identidad de secuencia de por lo menos aprox. 90% y de manera
particularmente preferida una identidad de secuencia de por lo menos aprox. 95% y que en la integracion
cromosomica lleva a un aumento de la transcripcion y/o expresion de un gen de interés. Las diferencias de
secuencia con respecto a la SEQ ID N° 1, por un lado, pueden basarse en diferencias en secuencias de nucledtidos
enddgenas, homologas, de otros organismos. Por otro lado, pueden basarse también en modificaciones de la
secuencia de acidos nucleotidos, por €j., la sustitucion, la insercion o la delecion de por lo menos uno o mas
nucledtidos. Los mutantes de delecion, insercion y sustitucion se pueden obtener por medio de “mutagénesis
especifica de un sitio” y/o “técnicas de mutagénesis basadas en PCR”. Métodos correspondientes fueron descritos
por Lottspeich y Zorbas (1998; Capitulo 36,1) con mas referencias. Se puede establecer la concordancia de la
identidad de secuencia por medio de los asi llamados algoritmos de “alineamiento” estandar, como por ejemplo
“BLAST” (Altschul, S. F., Gish, W., Millar, W., Myers, E. W. y Lipman, D. J. (1990) “Basic local alignment search tool”,
J. Mol. Biol. 215:403-410; Madden, T.L., Tatusov, R.L. & Zhang, J. (1996) "Applications of network BLAST server"
Met. Enzymol. 266:131-141; Zhang, J. & Madden, T.L. (1997) "PowerBLAST: A new network BLAST application for
interactive or automated sequence analisis and annotation." con una secuencia de referencia, que se encuentra en la
SEQ ID N° 1. La concordancia de las secuencias se establece cuando coinciden en su orden de secuencia y se
pueden identificar con ayuda de los algoritmos de “alineamiento” estandar.

La expresion “variante” se refiere a los vectores de expresion usados en la mezcla de transfeccién en cada caso.
Entre ellos se encuentran tanto los vectores base (pTE4/MCP-1 y/o pTE5/MCP-1) y/o la combinacion de vectores
base (pBING-LC + pBID-HC) como también los vectores base que contienen en cada caso uno o mas elementos TE
en diferente posicion, combinacién y orientacion.

En los cebadores, la expresion “orientacion” se refiere al ordenamiento del cebador con relacién a la SEQ ID N° 1.
Todos los cebadores, cuyo orden de secuencias se corresponde con la secuencia denominada SEQ ID N° 1 en el
orden 5-3' ("forward primer”), se encuentran en la misma orientacion que esta secuencia, lo que también se
denomina “orientacion directa”. Los cebadores cuyo orden de secuencias es complementario a la secuencia
denominada SEQ ID N° 1 ("reverse primer”) se encuentran en orientacion opuesta a esta secuencia, lo que también
se denomina “orientacion inversa”.

Con relacién a los elementos TE, en la presente invencidon se entiende bajo “orientacion” el ordenamiento con
respecto al gen de interés. La secuencia denominada SEQ ID N° 1 representa una secuencia del genoma que esta
posicionada 5’ con respecto a la region codificadora para el gen de ubiquitina/S27a, lo que también se denomina
“corriente arriba”. La continuacion de esta secuencia indicada en la SEQ ID N° 1 en direccion a la region de
codificacién del gen de ubiquitina/S27a siguiente llevaria al coddn de inicio de este gen. Este ordenamiento se
denomina por eso “orientacion directa”. Analogamente, el elemento SE TE encuentra en la presente invencion en
orientacion directa, cuando la secuencia indicada bajo SEQ ID N° 1, o una parte cualquiera, fragmento, zona o
derivado de la misma, se encuentra en el vector de expresion en la misma hebra de ADN que el codén de inicio del
gen de interés. Si por el contrario, la secuencia complementaria a la SEQ ID N° 1, o una parte cualquiera, fragmento,
zona o derivado de la misma, se encuentra en el vector de expresion en la misma hebra de ADN que el codén de
inicio del gen de interés, entonces se tiene una “orientacion inversa” del elemento TE correspondiente. Si no se
indica de otro modo, cuando se menciona un elemento TE siempre estan comprendidas/se entienden ambas
orientaciones, es decir, directa e inversa.

Bajo “integracion cromosémica” se entiende la integracion de una secuencia de acidos cualquiera en el genoma, es
decir en los cromosomas, de una célula, pudiendo realizarse la integracion en uno o mas cromosomas en cualquier
numero, posicion y orientacion. Bajo “integracion cromosémica” se entiende ademas la integracion de una secuencia
de acidos nucleicos cualquiera en cromosomas sintetizados, artificiales o mini-cromosomas.

Gen de interés:

El “gen de interés” contenido en el vector de expresion de acuerdo con la invencién comprende una secuencia de
nucledtidos de cualquier longitud, que codifica para un producto de interés. El producto de gen o también el
“producto de interés” es en general una proteina, polipéptido, péptido y/o fragmento o derivado del mismo. Pero
también puede ser un ARN o ARN antisentido. El gen de interés puede encontrarse en longitud completa, en forma
acortada, como gen de fusion o gen marcado. Se puede tratar de ADN gendémico o preferentemente de cADN y/o
fragmentos correspondientes o fusiones. El gen de interés puede representar la secuencia de gen nativa, mutada o
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puede estar modificada de otra manera. Tales modificaciones comprenden optimizaciones del codén para adaptarlo
a una determinada célula huésped y una humanizacion. El gen de interés puede codificar, por ej., para un
polipéptido segregado, citoplasmatico, localizado en el nucleo, ligado a la membrana o ligado a la superficie de la
célula.

La expresion “acido nucleico”, “secuencia de nucledtidos” o “secuencia de acidos nucleicos” indica un
oligonucledtido, nucleétido, polinucledtido y sus fragmentos asi como también ADN o ARN de origen gendémico o
sintético, que se encuentran como hebra simple o doble y puede representar la hebra codificadora o no codificadora
de un gen. Para la modificacion de secuencias de acidos nucleicos se pueden usar técnicas estandar, como por €j.,
mutagénesis especifica de un sitio o mutagénesis mediada por PCR (por €j., como se describié en Sambrook et al.,
1989 o Ausubel et al., 1994).

Bajo “codificar” se entiende la propiedad o capacidad de una secuencia especifica de nucledtidos en un acido
nucleico, por ejemplo, un gen en un cromosoma o un mARN, de servir como matriz para la sintesis de otros
polimeros y macromoléculas, como por €j., rARN, tARN, mARN, otras moléculas de ARN, cADN o polipéptidos en un
procedimiento biolégico. Por lo tanto, un gen codifica para una proteina, cuando por transcripcion y traduccion
subsiguiente del MARN, se produce la proteina deseada en una célula o en otro sistema biolégico. Tanto la hebra
codificadora, cuya secuencia de nucledtidos es idéntica a la secuencia de mARN y que se indica normalmente
también en bancos de datos de secuencias, por €j., EMBL o GenBank, como también la hebra no codificadora de un
gen o cADN que sirve como matriz para la transcripcion, puede ser denotada entonces como codificadora para un
producto o proteina. Un acido nucleico que codifica para una proteina comprende también acidos nucleicos que
debido al cédigo genético degenerado presentan otro orden de secuencias de nucledtidos, pero que dan por
resultado la misma secuencia de aminoacidos de la proteina. Las secuencias de acidos nucleicos, que codifican
para proteinas, pueden contener también intrones.

Con la expresion “cADN” se denotan acidos desoxirribonucleicos, los que se obtienen por transcripcion inversa y
sintesis de la segunda hebra de ADN de un mARN producido por un gen o de otro ARN. Si el cADN se encuentra
como molécula de ADN de doble hebra, entonces el mismo contiene tanto una hebra codificadora como también una
hebra no codificadora.

Con la expresion “intron” se denotan secuencias de nucleétidos no codificadoras de cualquier longitud. Se
encuentran naturalmente en muchos genes eucaridticos y se retiran de un precursor de mARN transcripto
anteriormente por medio de un procedimiento denominado corte y empalme. Para ello es necesario un corte exacto
del intrén en el extremo 5-3’ y una unién correcta de los extremos mARN obtenidos, para que se pueda obtener un
mARN procesado maduro con el marco de lectura correcto para una sintesis de proteinas exitosa. Muchos de los
sitios dadores de corte y empalme y de los sitios aceptores de corte y empalme que participan en este procedimiento
de corte y empalme, estas son las secuencias que se encuentran directamente en los limites del exén-intron y/o
intrén-exon, han sido caracterizados mientras tanto. Para una vision de conjunto, ver Ohshima et al., 1987.

Proteina/producto de interés:

Proteinas/polipéptidos importantes para la industria biofarmacéutica comprenden, por ej., anticuerpos, enzimas,
citoquinas, linfoquinas, moléculas de adhesion, receptores asi como también sus derivados y/o fragmentos, pero no
se limitan a ellos. En general, son importantes todos los polipéptidos que actian como agonistas o antagonistas y/o
pueden tener una aplicacion en diagnéstico. Otras proteinas de interés son, por ejemplo, proteinas/polipéptidos que
se usan para la modificaciéon de las propiedades de células huésped en el marco de la asi llamada “Cell
Engineering”, como por ej., proteinas anti-apoptéticas, chaperones, enzimas del metabolismo, enzimas de
glucosilacién asi como también sus derivados y/o fragmentos, pero no se limitan a estos.

La expresion “polipéptidos” se usa para secuencias de aminoacidos o proteinas y denota polimeros de aminoacidos
de cualquier longitud. Esta expresion incluye también proteinas que son modificadas después de la traduccion por
reacciones como, por ejemplo, glucosilacion, fosforilacion, acetilacion o procesamiento de proteinas. La estructura
del polipéptido puede ser modificada, por ej., por sustituciones, deleciones o insercion de aminoacidos, fusién con
otras proteinas, manteniendo su actividad biolégica. Ademas, los polipéptidos se pueden multimerizar y formar
homo- y heterémeros.

Ejemplos de proteinas terapéuticas son insulina, factor de crecimiento parecido a la insulina, hormona de
crecimiento humana (hGH) y otros factores de crecimiento, receptores, activador del plasmindgeno del tejido (tPA),
eritropoyetina (EPO), citoquina, por ejemplo, interleuquina (IL) como IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9,
IL-10, IL-11, IL-12, IL-13, IL-14, IL-15, IL-16, IL-17, IL-18, interferdn (IFN)-alfa, beta, gamma, omega o tau, factor de
necrosis tumoral (TNF) como, por ej., TNF-alfa, beta o gamma, TRAIL, G-CSF, GM-CSF, M-CSF, MCP-1 y VEGF.
Otros ejemplos son anticuerpos monoclonales, policlonales, multiespecificos y de una sola cadena (single chain) y
fragmentos de los mismos, como por ej., FAb, Fab’, F(ab’)2, Fc y Fc’, cadenas de inmunoglobulina ligeras (L) y
pesadas (H) y sus regiones constantes, variables o hipervariables asi como también fragmentos Fv y Fd (Chamov et
al., 1999). Los anticuerpos pueden ser de origen humano o no humano. También entran en consideracion
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anticuerpos humanizados y quiméricos.

Los fragmentos Fab (“Fragment antigen-binding = Fab) estan compuestos por las regiones variables de ambas
cadenas, las que se mantienen unidas por las regiones constantes limitrofes. Pueden ser obtenidos, por ej., por
tratamiento con una proteasa, como por ejemplo, papaina, a partir de anticuerpos convencionales o también por
clonaciéon de ADN. Otros fragmentos de anticuerpos son los fragmentos F(ab’)2, los que pueden ser preparados por
medio de la digestion proteolitica con pepsina.

Por clonacién de genes también se pueden preparar fragmentos de anticuerpos acortados, los que estan
compuestos solamente por las regiones variables de la cadena pesada (VH) y la cadena liviana (VL). Estos son
denominados fragmentos Fv (Fragment variable = Fragmento de la parte variable). Como en estos fragmentos Fv no
es posible la unién covalente a través de los restos de cisterna de las cadenas constantes, estos fragmentos Fv son
estabilizados frecuentemente en otro lado. Ademas, las regiones variables de la cadena pesada y liviana son unidas
entre si frecuentemente por medio de un fragmento de péptido corto de aprox. 10-30 aminoacidos, mas
preferentemente 15 aminoacidos. De esta manera se forma una cadena de polipéptidos individual, en la cual VH y
VL se unen entre si por medio de un ligador de péptidos. Tales fragmentos de anticuerpos son denominados
también fragmento Fv de cadena simple (scFv) (“single Chain Fv"). Ejemplos de anticuerpos scFv son conocidos y
se describieron, ver por ej., Huston et al. (1988).

En los ultimos afios se desarrollaron diversas estrategias para preparar derivados de scFv multimeros. La intencion
es generar anticuerpos recombinantes con propiedades farmacocinéticas mejoradas y mayor actividad de ligadura.
Para obtener la multimerizacion de los fragmentos scFv se preparan estos como proteinas de fusién con dominios
de multimerizacion. Como dominios de multimerizacién pueden actuar para ello, por €j., la region CH3 de un IgG o
estructuras helicoidales (“coiled coil structure”) como los dominios de cremallera de leucina. En otras estrategias se
usa la interaccion entre las regiones VH y VL del fragmento scFv para una multimerizacion (por €j., dia-, tri- y
pentacuerpos).

Como “diacuerpo” un experto denota un derivado de scFv homodimero bivalente. El acortamiento del ligador
peptidico en la molécula de scFv a 5-10 aminoacidos da por resultado la formacion de homodimeros por
superposicion de cadenas VH/VL. Los diacuerpos pueden ser estabilizados ademas por puentes disulfuro
introducidos. Ejemplos de diacuerpos se encuentran en la literatura, por €j., en Perisic et al. (1994).

Como “minicuerpo” el experto designa un derivado de scFv homodimero, bivalente. Estd compuesto por una
proteina de fusion que contiene la region CH3 de una inmunoglobulina, preferentemente IgG, mas preferentemente
IgG1, como regién de dimerizacién. Esta une los fragmentos scFv a través de una regién bisagra, igualmente de
IgG, y una region del ligador. Ejemplos de tales minicuerpos se describen en Hu et al. (1996).

Con “triacuerpo” el experto denota un derivado de scFv homotrimero, trivalente (Kortt et al., 1997). La fusién directa
de VH-VL sin usar una secuencia de ligador lleva a la formacién de trimeros.

Los fragmentos denominados por el experto como mini-anticuerpos, que tienen una estructura bi-, tri- o tetravalente,
son igualmente derivados de fragmentos de scFv. La multimerizacion se logra a través de estructuras de “coiled coil”
di-, tri- o tetraméricas (Pack et al., 1993 y 1995; Lovejoy et al., 1993).

Gen que codifica una proteina fluorescente:

En otra forma de realizacion, el vector de expresion de acuerdo con la invencién contiene un gen que codifica una
proteina fluorescente en unién funcional con el gen de interés. Preferentemente, la transcripcion de ambos genes se
realiza bajo el control de un solo promotor heterélogo, de modo que la proteina/el producto de interés y la proteina
fluorescente son codificados por un m-ARN bicistrénico. Esto posibilita una identificacion de células que producen la
proteina/el producto de interés en gran cantidad, a través de la tasa de expresion de la proteina fluorescente.
Alternativamente, la transcripcion del gen que codifica la proteina fluorescente puede realizarse bajo el control de un
promotor propio.

La proteina fluorescente puede ser, por €j., una proteina fluorescente verde, azul-verdoso, azul, amarilla o de otro
color. Un ejemplo especial es la proteina fluorescente verde (GFP) de Aequorea victoria o Renilla reniformes y los
mutantes desarrollados a partir de alli; ver, por ejemplo, Bennet et al. (1998); Chalfie et al. (1994); documento WO
01/04306 y la literatura alli mencionada.

Otras proteinas fluorescentes y los genes que las codifican se describen en los documentos WO 00/34318, WO
00/34326, WO 00/34526 y WO 01/27150, los cuales se incorporan a la presente por referencia. Estas proteinas
fluorescentes son fluoréforos de organismos no bioluminiscentes de la especie Anthozoa, por ejemplo de Anemonia
majano, Clavularia sp., Zoanthus sp. |, Zoanthus sp. Il, Discosoma striata, Discosoma sp. ‘roja”, Discosoma sp.
“verde”, Discosoma sp. “magenta”, Anemonia sulfata, Aequorea coerulescens.
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Las proteinas de fluorescencia usadas de acuerdo con la invencién comprenden, aparte de las proteinas de tipo
salvaje, también mutantes y variantes naturales o preparados por tecnologia génica, sus fragmentos, derivados o,
por €j., variantes fusionadas con otras proteinas u otros péptidos. Las mutaciones introducidas pueden modificar, por
€j., el espectro de excitacion o emision, la formacién de cromdforos, el coeficiente de extincion o la estabilidad de la
proteina. Mediante la optimizacion del codén se puede mejorar ademas la expresion en células de mamiferos o de
otras especies. De acuerdo con la invencion, la proteina fluorescente también puede ser usada en fusién con un
marcador de seleccion, preferentemente con un marcador de seleccion amplificable como, por ejemplo, la
dihidrofolato-reductasa (DHFR).

La fluorescencia emitida por las proteinas fluorescentes posibilita la deteccion de las proteinas, por €j., por citometria
de flujo con un separador de células activado por fluorescencia (FACS) o por microscopia de fluorescencia.

Otros elementos reguladores:
El vector de expresion contiene por lo menos un promotor heterélogo que posibilita la expresion del gen de interés y
preferentemente también la de la proteina fluorescente.

Como “promotor” se designa una secuencia de polinucledtidos que posibilita y controla la transcripcion de los genes
0 secuencias unidos con la misma funcionalmente. Un promotor contiene secuencias de reconocimiento para la
ligadura de la ARN-polimerasa y el sitio de iniciacion de la transcripcion (sitio de iniciacion de la transcripcion). Para
la expresion de una secuencia deseada en un tipo celular determinado o una célula huésped tiene que elegirse en
cada caso un promotor funcional, adecuado. El experto conoce una multiplicidad de promotores de diversas fuentes,
inclusive promotores constitutivos, inducibles y reprimibles. Se encuentran depositados en bancos de datos, por €j.
GenBank, y se pueden adquirir de fuentes comerciales o individuales como elementos individuales o clonados
dentro de secuencias de polinucleétidos. En promotores inducibles la actividad del promotor en reaccién a una sefial
puede ser reducida o reforzada. Un ejemplo de un promotor inducible es el promotor de la tetraciclina (tet). Este
contiene secuencias operadoras de tetraciclina (tetO), las cuales pueden ser inducidas por medio de una proteina
transactivadora regulada (tTA). En presencia de tetraciclina se inhibe la ligadura de tTA a tetO. Ejemplos de otros
promotores inducibles son el promotor jun, fos, metalotionina y del choque térmico (ver también Sambrook et al.,
1989; Gossen et al., 1994).

Entre los promotores que son adecuados para una alta expresion en eucariotas se encuentran, por ejemplo, el
promotor de ubiquitina/S27a del hamster (documento WO 97/15664), el promotor temprano SV40, el promotor tardio
mayor de Adenovirus, el promotor de metalotionina-l del ratdn, la region de repeticion terminal larga del virus del
sarcoma de Rous, el promotor temprano del virus de citomegalia humano. Ejemplos de otros promotores de
mamiferos heterdlogos son el(los) promotor(es) de actina, inmunoglobulina o del choque térmico.

Un promotor heterélogo correspondiente puede ser relacionado funcionalmente con otras secuencias reguladoras
para el aumento/regulacion de la actividad de transcripcion en una casete de expresion.

Por ejemplo, el promotor puede ser unido funcionalmente con secuencias de potenciadores para aumentar la
actividad de transcripcion. Para ello se pueden usar uno o mas potenciadores y/o varias copias de una secuencia de
potenciador, por ejemplo un potenciador de CMV o SV40. Correspondientemente, un vector de expresion de
acuerdo con la invencion contiene, en otra forma de realizacién, uno o mas potenciadores/secuencias de
potenciadores, preferentemente un potenciador de CMV o SV40.

Con el término “potenciador” se designa una secuencia de polinucledtidos que actda en localizacion cis sobre la
actividad de un promotor y de este modo estimula la transcripcion de un gen unido funcionalmente con este
promotor. A diferencia de los promotores, la accion de los potenciadores es independiente de la posicion y la
orientacion y, por lo tanto, pueden ser posicionados delante o detras de una unidad de transcripcion, dentro de un
intrén o incluso dentro de la regidon de codificacion. El potenciador puede estar localizado tanto en la cercania
inmediata de la unidad de transcripcién como también a una distancia considerable del promotor. También es
posible una superposicion fisica y funcional con el promotor. El experto conoce una multiplicidad de potenciadores
de diversos origenes (y depositados en bancos de datos como GenBank, por ej., el potenciador SV40, el
potenciador CMV, el potenciador polioma, el potenciador adenovirus) y estan disponibles en forma individual o como
elementos clonados dentro de secuencias de polinucleodtidos (por e€j., depositados en ATCC o de fuentes
comerciales e individuales). Una multiplicidad de secuencias de promotores contiene también secuencias de
potenciadores como, por €j., el promotor CMV usado frecuentemente. El potenciador CMV humano pertenece a los
potenciadores mas fuertes identificados hasta el momento. Un ejemplo de un potenciador inducible es el potenciador
de metalotionina, que puede ser estimulado por glucocorticoides o metales pesados.

Otra posible modificacion es, por €j., la introduccion de multiples sitios de ligadura Sp1. Las secuencias de los
promotores pueden ser combinadas ademas con secuencias reguladoras que permiten un control/regulacion de la
actividad de transcripcion. Asi se puede hacer al promotor reprimible/inducible. Esto se puede realizar, por ejemplo,
por medio de la unién con secuencias que representan los sitios de unién para factores de transcripcion que regulan
positiva o negativamente. El factor de transcripcion SP-1 arriba mencionado, por ejemplo, tiene una influencia
positiva sobre la actividad de transcripcion. Otro ejemplo es el sitio de unién para la proteina activadora AP-1, que
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puede actuar tanto en forma positiva como negativa sobre la transcripcion. La actividad de la AP-1 también puede
ser controlada por los mas diversos factores como, por e;j., factores de crecimiento, citoquinas y suero (Faisst y col.,
1992 y sus referencias). La eficiencia de transcripcion también puede ser aumentada de tal modo que la secuencia
del promotor es modificada por mutacion (sustitucion, insercion o delecion) de una, dos, tres o mas bases y luego se
determina en un ensayo de gen informador si de este modo se aumenta la actividad del promotor.

Fundamentalmente, los elementos reguladores adicionales comprenden promotores heterdlogos, potenciadores,
sefiales de terminacion y poliadenilacion y otros elementos de control. Para los diversos tipos celulares se conocen
tanto secuencias reguladoras inducibles como también constitutivas.

“Elementos reguladores de la transcripcion” comprenden usualmente por lo menos un promotor aguas arriba de la
secuencia de gen a expresar, sitios de iniciacion y terminaciéon de la transcripcion asi como también una sefial de
poliadenilacion.

La expresion “sitio de iniciacion de la transcripcion" se refiere a un acido nucleico en la construccion, que
corresponde al primer acido nucleico, el cual es incorporado en el transcrito primario, es decir, el precursor de
mARN. El sitio de iniciacién de la transcripcidon puede superponerse con las secuencias de los promotores.

La expresion “sitio de terminaciéon de la transcripcion” se refiere a una secuencia de nucleétidos que se encuentra
normalmente en el extremo 3’ del gen de interés o del tramo de gen a transcribir y que provoca la interrupcion de la
transcripcion por la ARN-polimerasa.

La “sefal de poliadenilacion” es una secuencia de sefiales que provoca la escisidn en un sitio especifico en el
extremo 3’ del mARN eucaridtico y la incorporacion post-transcripcional de una secuencia de aprox. 100-200
nucleotidos de adenina (cola poliA) en el extremo 3’ escindido. La sefial de poliadenilacién comprende la secuencia
AATAAA aproximadamente 10-30 nucleétidos aguas arriba del sitio de escision, asi como también una secuencia
que se encuentra aguas abajo. Se conocen varios elementos de poliadenilacion, por ej., tk polyA, SV40 tardio y
polyA temprano o BGH polyA (descritos, por €j., en el documento US 5.122.458).

“Elementos reguladores de la traduccion” comprenden un sitio de iniciaciéon de la traduccion (AUG), un codon de
detencién y una sefal polyA para cada polipéptido a expresar. Para una expresion optima puede ser favorable
retirar, agregar o modificar zonas 5’ y/o 3' no traducidas de la secuencia de acidos nucleicos a expresar, para
eliminar potenciales codones de iniciacién de la traduccion inadecuados adicionales u otras secuencias que puedan
influir sobre la expresion a nivel de la transcripcién o expresion. Para promover la expresion se pueden insertar
alternativamente sitios de union de consenso ribosémicos inmediatamente aguas arriba del codén de inicio. Para
producir un polipéptido segregado, el gen de interés contiene comunmente una sefal de secuencia que codifica para
un péptido precursor sefal, que transporta al polipéptido hacia y a través de la membrana del RE. La secuencia de
sefiales se encuentra frecuentemente, pero no siempre, en el extremo amino de la proteina segregada y es
escindida por peptidasas sefal, después que la proteina fue hecha pasar a través de la membrana del RE. La
secuencia de genes contendra comunmente, pero no necesariamente, una secuencia de sefiales propia. Cuando la
secuencia de sefales nativa no esta presente, se puede introducir de manera conocida una secuencia de sefiales
heterdloga. El experto conoce numerosas de estas secuencias de sefiales y estan depositadas en bancos de datos
de secuencias como GenBank y EMBL.

Otro elemento regulador es el sitio interno de entrada al ribosoma (IRES). El “elemento IRES” comprende una
secuencia que realiza funcionalmente la iniciaciéon de la traduccién independientemente de un casquete de
metilguanosina 5’ terminal (estructura CAP) asi como también del gen que se encuentra aguas arriba, y posibilita en
una célula animal la traduccion de dos cistrones (marco de lectura abierto) de un solo transcrito. El elemento IRES
pone a disposicion un sitio de ligadura de ribosomas independiente para la traducciéon del marco de lectura abierto
que se encuentra inmediatamente aguas abajo. Al contrario del mMARN bacteriano, que puede ser multicistrénico, es
decir, que puede codificar varios polipéptidos o productos diferentes, los cuales son traducidos uno detras de otro
del mMARN, la mayoria de los mMARNs de células animales son monocistrénicos y codifican solo una unica proteina o
producto. En un transcrito multicistrénico en una célula eucariética se iniciaria la traduccion por el sitio de iniciacion
de la traduccién que se encuentra mas cercano aguas arriba y seria terminado por el primer codén de detencion,
después de lo cual se liberaria el transcrito del ribosoma. En la traduccién se formaria por lo tanto sélo el primero del
polipéptido o producto codificado por el mMARN. Por el contrario, un transcrito multicistrénico con un elemento IRES,
que esta unido funcionalmente con el segundo o con otros marcos de lectura abiertos en el transcrito, posibilita la
traduccion subsiguiente del marco de lectura abierto que se encuentra aguas abajo, de modo que en la célula
eucariotica se producen dos o mas polipéptidos o productos codificados por el mismo transcrito.

El elemento IRES puede tener distinta longitud y origen diferente y provenir, por ej., del virus de la
encefalomiocarditis (EMCV) o de otros picornavirus. En la literatura se han descrito diversas secuencias IRES y su
aplicacion en la construccion de vectores; ver, por ejemplo, Pelletier et al., 1988; Jang et al., 1989; Davies et al.,
1992; Adam et al., 1991; Morgan et al., 1992; Sugimoto et al., 1994; Ramesh et al., 1996, Mosser et al., 1997.
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La secuencia de genes que se encuentra aguas abajo esta unida funcionalmente con el extremo 3’ del elemento
IRES, es decir, la distancia es elegida de tal modo que la expresion del gen no es influida o sélo lo es marginalmente
y/o presenta una expresion suficiente para el objetivo. La distancia éptima y admisible entre el elemento IRES vy el
codon de inicio del gen que se encuentra aguas abajo para una expresion aun suficiente se puede calcular en
ensayos sencillos mediante la variacion de la distancia y la determinacion de la tasa de expresion como funcion de la
distancia con ayuda de ensayos de gen informador.

Por medio de las medidas indicadas se puede obtener una casete de expresion optimizada, la cual es de gran
utilidad para la expresion de productos de genes heterdlogos. Una casete de expresion obtenida mediante una o
mas de tales medidas también es objeto de la invencion.

Promotor de ubiquitina/S27a del hamster:

En otra forma de realizacion, el vector de expresion de acuerdo con la invencién contiene el promotor de
ubiquitina/S27a del hamster, preferentemente en unién funcional con el gen de interés y ain mas preferentemente
en unién funcional con el gen de interés y el gen que codifica una proteina fluorescente o un marcador de seleccion.

El promotor de ubiquitina/S27a del hamster es un promotor homélogo fuerte que se describe en el documento WO
97/15664. Un promotor de este tipo presenta preferentemente por lo menos una de las siguientes caracteristicas:
zona de secuencia rica en GC, sitio de ligadura Sp1, elemento de polipirimidina, presencia de una caja TATA. Se
prefiere especialmente un promotor que presenta un sitio de ligadura Sp1 en ausencia de una caja TATA. Ademas,
se prefiere un promotor de este tipo que esté activado constitutivamente y que ses activo especialmente bajo
condiciones de cultivo de células con suero, con poco suero y sin suero. En otra forma de realizacion se trata de un
promotor inducible, especialmente un promotor que es activado por extraccion del suero.

Una forma de realizacion especialmente ventajosa es un promotor con una secuencia de nucleétidos que esta
contenida en la Fig. 5 del documento WO 97/15664. Se prefieren especialmente las secuencias de promotores en
las cuales esta contenida la secuencia de la posicion -161 a la -45 de la Fig. 5.

Los promotores usados en los ejemplos de la presente descripcion de patente comprenden en cada caso una
molécula de ADN con una secuencia que corresponde al fragmento -372 a +111 de la Fig. 5 del documento WO
97/15664 y representa el promotor preferido, es decir, un promotor preferido deberia comprender esta zona de
secuencias.

Preparacion de vectores de expresion segun la invencion:

La preparacion del vector de expresion de acuerdo con la invencion puede realizarse basicamente segun métodos
usuales, conocidos por el experto como, por €j., se describen en Sambrock et al. (1989). Alli se encuentra también
una descripcion de los componentes funcionales de un vector, por ej., promotores adecuados (adicionalmente al
promotor de ubiquitina/S27a del hamster), potenciadores, sefiales de terminacion y poliadenilacion, genes de
resistencia a los antibiéticos, marcadores de seleccion, puntos de partida de replicacion y sefiales de corte y
empalme. Para la preparacion se pueden usar vectores de clonaciéon usuales, por ej. plasmidos, bacteriéfagos,
fagémidos, cosmidos o vectores virales como baculovirus, retrovirus, adenovirus, virus adeno-asociados y virus
Herpes simplex, pero también cromosomas sintéticos o artificiales o minicromosomas. Los vectores de expresion
eucariéticos contienen tipicamente también secuencias procariéticas como, por €j., origen de la replicacion y genes
de resistencia a los antibidticos, los cuales posibilitan la multiplicacion y seleccién del vector en bacterias. Una
multiplicidad de vectores de expresion eucaridticos, que contienen los sitios de clonacion multiples para la
introduccion de una secuencia de polinucleétidos, son conocidos y algunos se pueden obtener comercialmente de
diversas empresas como Stratagene, La Jolla, CA, EE.UU.; Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.; Promega, Madison,
WI, EE.UU. o BD Biosciences Clontech, Palo Alto, CA, EE.UU.

De una manera usual para el experto se introducen en el vector de expresion el promotor heterélogo, el gen (o
genes) de interés, el marcador de seleccidon asi como también eventualmente el gen codificador de la proteina
fluorescente, elementos reguladores adicionales como, por ejemplo, el sitio interno de entrada al ribosoma (IRES),
potenciadores, sefiales de poliadenilacion y otros elementos cis-activos como, por ejemplo, elementos TE. Un vector
de expresion de acuerdo con la invencién contiene como minimo un promotor heterélogo, el gen de interés y un
elemento TE. Preferentemente, el vector de expresion contiene ademas un gen codificador de una proteina
fluorescente. De acuerdo con la invencion, se prefiere especialmente el uso de un promotor de ubiquitina/S27a como
promotor heterélogo. Se prefiere mas aun un vector de expresion en el cual estan unidos funcionalmente entre si el
promotor heterélogo, preferentemente un promotor de ubiquitina/S27a, el gen de interés y un elemento TE o que se
encuentran en unién funcional.

En el marco de la presente descripcion, la expresion “unién funcional” o “unido funcionalmente” se refiere a dos o
mas secuencias de acidos nucleicos o secuencias parciales de acidos nucleicos que estan posicionadas de tal modo
que pueden realizar la funcion prevista. Por ejemplo, un promotor/potenciador, un promotor/elemento TE o un
promotor/potenciador/elemento TE estan unidos funcionalmente con una secuencia de genes codificadora cuando
pueden controlar o modular en posicion cis la transcripcion de la secuencia de genes unida. En general, pero no
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necesariamente, las secuencias de ADN unidas funcionalmente se encuentran muy cerca una de otra, y si se unen
dos secuencias de genes codificadoras o en el caso de una secuencia de sefial de secrecion, en el mismo marco de
lectura. Si bien un promotor unido funcionalmente se encuentra en general aguas arriba de la secuencia de genes
codificadora, no tiene que estar necesariamente muy cercano. Los potenciadores o elementos TE tampoco tienen
que estar muy préximos, en tanto favorezcan la transcripcion y/o la expresion de la secuencia de genes. Para este
fin pueden estar tanto aguas arriba como también aguas abajo de la secuencia de genes, eventualmente a una
cierta distancia. Un sitio de poliadenilacion esta unido funcionalmente con una secuencia de genes, cuando la misma
esta posicionada en el extremo 3’ de la secuencia de genes de tal modo que la transcripcion se realiza a través de la
secuencia codificadora hasta la sefial de poliadenilacién. La unidn se puede realizar segin métodos recombinantes
usuales, por ej. por medio de la técnica de PCR, por ligadura a sitios de corte de restriccion adecuados o por medio
de corte y empalme. Cuando no se encuentran sitios de corte de restriccion, se pueden usar de manera conocida
ligadores de oligonucledtidos sintéticos o adaptadores.

En una de las formas de realizacion descritas estan unidos entre si funcionalmente el promotor heterdlogo,
preferentemente un promotor de ubiquitina/S27a o promotor de CMV, el gen de interés y el gen codificador de una
proteina fluorescente. Esto significa, por €j., que tanto el gen de interés como también el gen codificador de una
proteina fluorescente son expresados por el mismo promotor heterélogo. En una forma de realizacion especialmente
preferida, la unién funcional se realiza a través de un elemento IRES, de modo que de ambos genes se sintetiza un
mARN bicistronico. El vector de expresion de acuerdo con la invencién puede contener ademas elementos
potenciadores y/o elementos TE, que actuan funcionalmente sobre uno o mas promotores. Se prefiere
especialmente un vector de expresion en el cual estan unidos el promotor heterdlogo, preferentemente el promotor
de ubiquitina/S27a y/o una forma modificada del mismo o el promotor de CMV, con un elemento potenciador, por €j.
un potenciador de SV40 o un elemento potenciador de CMV asi como también un elemento TE.

Basicamente se puede realizar la expresion de los genes dentro de un vector de expresion a partir de una o mas
unidades de transcripcion. Como “unidad de transcripcion” se define una region, que contiene uno o mas genes a
transcribir. Para ello los genes dentro de una unidad de transcripcién estan unidos funcionalmente de tal modo entre
si que todos los genes dentro de una unidad de este tipo se encuentran bajo el control transcripcional del mismo
promotor, promotor/potenciador o promotor/ potenciador/elemento TE. Como resultado de esta unién transcripcional
de genes se puede transcribir y por lo tanto expresar mas de una proteina o producto de una unidad de
transcripcion. Cada unidad de transcripcion contiene elementos reguladores que son necesarios para la
transcripcion y la traduccion de las secuencias de genes contenidas en los mismos. Cada unidad de transcripcion
puede contener los mismos o diferentes elementos reguladores. Para la unién funcional de los genes dentro de una
unidad de transcripcién se pueden usar elementos IRES o intrones.

El vector de expresion puede contener una sola unidad de transcripcion para la expresién del gen (o también genes)
de interés, del marcador de seleccién y eventualmente del gen que codifica la proteina de fluorescencia.
Alternativamente, estos genes pueden estar ordenados también en dos o mas unidades de transcripcion. Para ello
son posibles diversas combinaciones de genes dentro de una unidad de transcripcion. En otra forma de realizacion
de la presente invencién se puede introducir mas de un vector de expresién compuesto por una, dos 0 mas unidades
de transcripcion, en una célula huésped por medio de cotransfeccion o en transfeccion subsiguiente en cualquier
orden. Se puede elegir cualquier combinacién de elementos reguladores y genes en cada vector, en tanto esté
garantizada una expresion suficiente de las unidades de transcripcion. Si fuera necesario se pueden posicionar en
los vectores de expresion otros elementos reguladores, como por ejemplo, elementos TE y genes como, por €j.,
genes adicionales de interés o marcadores de seleccion.

También son de acuerdo con la invencién aquellos vectores de expresion que contienen uno o mas elementos TE, y
que presentan en lugar del gen de interés solamente un sitio de clonacion multiple, que posibilita la clonacion del
gen de interés a través de secuencias de reconocimiento para endonucleasas de restriccion. En el estado de la
técnica se conocen numerosas secuencias de reconocimiento para las diversas endonucleasas de restriccion, asi
como también las endonucleasas de restriccidn correspondientes. Preferentemente se usan secuencias que estan
compuestas por al menos 6 nucleétidos como secuencia de reconocimiento. Una lista de secuencias de
reconocimiento adecuadas se encuentra por ejemplo, en Sambrook et al., (1989).

También son de acuerdo con la invencién aquellos vectores de expresion que en lugar del gen de interés presentan
solamente un sitio de clonacién mudltiple que posibilita la clonacion del gen de interés a través de secuencias de
reconocimiento para las endonucleasas de restriccion y que ademas presentan uno o mas, preferentemente
multiples sitios de clonacién en diversas posiciones del vector de expresion, que posibilitan ademas la clonacién de
elementos TE a través de secuencias de reconocimiento para endonucleasas de restriccion. En el estado de la
técnica se conocen numerosas secuencias de reconocimiento para las diversas endonucleasas de restriccion, asi
como también las endonucleasas de restriccidn correspondientes. Preferentemente se usan secuencias que estan
compuestas por al menos 6 nucleétidos como secuencia de reconocimiento. Una lista de secuencias de
reconocimiento adecuadas se encuentra por ejemplo, en Sambrook et al., (1989).

Células huésped:
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Para la transfeccién con el vector de expresion de acuerdo con la invencién se usan células huésped eucaridticas,
preferentemente células de mamiferos y especialmente células de roedores como, por €j., lineas celulares de
ratones, ratas y hamsteres. La transfeccion exitosa de las células correspondientes con un vector de expresion de
acuerdo con la invencidon da por resultado células transformadas, modificadas genéticamente, recombinantes o
transgénicas, las cuales son también objeto de la presente invencion.

Células huésped preferidas en el marco de la invencion son células de hamster como, por €j., células BHK21, BHK
TK’, CHO, CHO-K1, CHO-DUKX, CHO-DUKX B1 y CHO-DG44 o derivados/descendientes de estas lineas celulares.
Se prefieren especialmente las células CHO-DG44, CHO-DUKX, CHO-K1 y BHK21, especialmente las células CHO-
DG44 y CHO-DUKX. También son adecuadas las células de mieloma del raton, preferentemente células NSO y
Sp2/0, asi como también derivados/descendientes de estas lineas celulares.

Ejemplos de células de hamster y raton, que se pueden usar de acuerdo con la invencion se indican en la siguiente
Tabla 1. Sin embargo, también se pueden usar para la produccion de proteinas para productos biofarmacéuticos
derivados y descendientes de estas células, otras células de mamiferos, inclusive, pero no limitado a, lineas
celulares de ser humano, ratén, rata, monos, roedores, o células eucariéticas, inclusive, pero no limitado a, células
de levaduras, insectos, aves y plantas.

Tabla 1: Lineas celulares de producciéon de hamsteres y ratones

Linea celular Numero de depdsito
NSO ECACC N° 85110503
Sp2/0-Ag14 ATCC CRL-1581
BHK21 ATCC CCL-10

BHK TK ECACC N° 85011423
HaK ATCC CCL-15
2254-62.2 (derivado BHK-21) ATCC CRL-8544
CHO ECACC N° 8505302
CHO-K1 ATCC CCL-61
CHO-DUKX ATCC CRL-9096

(= CHO duk’, CHO/dhfr")

CHO-DUKX B1 ATCC CRL-9010
CHO-DG44 Urlaub et al., Cell 33[2], 405-412, 1983
CHO Pro-5 ATCC CRL-1781

V79 ATCC CCC-93
B14AF28-G3 ATCC CCL-14

CHL ECACC N° 87111906

La transfeccion de las células huésped eucariéticas con un polinucleétido o un vector de expresion de acuerdo con
la invencién se realiza segin métodos usuales (Sambrook et al., 1989; Ausubel et al., 1994). Métodos de
transfeccion adecuados son, por €j., la transfeccion mediada por liposomas, co-precipitacion de fosfato de calcio,
electroporacion, transfeccion mediada por policationes (por e€j., DEAE-dextrano), fusion de protoplastos,
microinyeccion e infecciones virales. De acuerdo con la invencion se realiza preferentemente una transfeccion
estable, en donde los construcciones son integradas en el genoma de la célula huésped o un cromosoma
artificial/minicromosoma o estan contenidos de manera estable episomal en la célula huésped. Se prefiere el método
de transfeccion que posibilita la frecuencia de transfeccion optima y la expresion del gen heterélogo en la célula
huésped correspondiente. Por definicion, cada secuencia o cada gen que es introducido en la célula huésped, es
denominado con respecto a la célula huésped “secuencia heteréloga” o “gen heterélogo”. Aun cuando la secuencia a
introducir o el gen a introducir sea idéntico a una secuencia endégena o a un gen endégeno de la célula huésped.
Por ejemplo, un gen de actina de hamster, que es introducido en una célula huésped de hamster es, por definicion,
un gen heterdlogo.

Son de acuerdo con la invencién especialmente las células recombinantes de mamiferos, preferentemente células
de roedores, mas preferentemente células de hamster como, por ej., células CHO o BHK, que fueron transfectadas
con uno de los vectores de expresion de acuerdo con la invencién aqui descritos.

En la preparacion recombinante de proteinas heterémeras como, por e€j., anticuerpos monoclonales (mAKk), la
transfeccion de células huésped adecuadas se puede realizar, en principio, de tres maneras diferentes. Tales mAk
estan formados por varias subunidades, las cadenas pesadas y ligeras. Los genes codificadores de estas
subunidades pueden ser introducidos en unidades de transcripcion independientes o multicistréonicas en un solo
plasmido, con el cual luego se transfecta la célula huésped. Esto tiene por objeto asegurar la representacion
estequiométrica de los genes después de la integracion en el genoma de la célula huésped. Por supuesto, se debe
garantizar aqui en caso de unidades de transcripcion independientes, que los mMARNSs, que codifican las diversas
proteinas, presenten la misma estabilidad, eficiencia de transcripcion y de traduccion. En el segundo caso, la
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expresion de los genes se realiza dentro de una unidad de transcripcion multicistronica por medio de un Unico
promotor y se obtiene solo un transcrito. Usando elementos IRES se posibilita una iniciacion de la traduccion interna
muy eficiente de los genes en el segundo y en los siguientes cistrones. Sin embargo, las tasas de expresion para
estos cistrones son mas reducidas que las del primer cistron, cuya iniciacion de traduccion a través de un asi
llamado complejo de pre-iniciacion dependiente de “cap” es sustancialmente mas eficiente que la iniciacion de
traduccion dependiente de IRES. Para obtener una expresion realmente equimolar del cistrén se pueden introducir
por ejemplo todavia elementos cistronicos adicionales, los cuales actuando junto con los elementos IRES logran
tasas de expresion uniformes (documento WO 94/05785).

Otra posibilidad de acuerdo con la invencion de la preparacion de varias proteinas heterdlogas es la transfeccion
secuencial en la que los genes son transfectados, separados en el tiempo, de forma integrada en diferentes vectores
de expresion. Por ejemplo, la cadena pesada y la cadena ligera de un anticuerpo se pueden incorporar en una célula
en dos etapas de transfeccion.

Otra posibilidad, y preferida de acuerdo con la invencion, de la preparacion simultdnea de varias proteinas
heterélogas es la cotransfeccion, en la cual los genes son integrados en diversos vectores de expresion
separadamente. Esto tiene la ventaja de que determinadas relaciones de los genes y productos de genes pueden
ser ajustados entre si, por medio de los cual se pueden equilibrar diferencias en la estabilidad del mMARN asi como
también en la eficiencia de transcripcion y traduccion. Ademas, los vectores de expresion son mas estables por su
tamafio reducido y se pueden manipular mas facilmente tanto en la clonacién como también en la transfeccion.

En una forma de realizacion especial de la invencion, las células huésped son por lo tanto transfectadas,
preferentemente cotransfectadas, con uno o mas vectores con genes que codifican una o mas de otras proteinas de
interés. El o los otros vectores usados para la cotransfeccion codifican, por €j., la o las otras proteinas de interés
bajo el control del mismo promotor, preferentemente bajo el control de la misma combinacién promotor/potenciador o
mas preferentemente bajo el control de la misma combinacion de promotor/potenciador/elemento TE o también bajo
el control de la misma combinacion de promotor/potenciador con diferentes elementos TE asi como también para por
lo menos un marcador de seleccion, por €j., la dihidrofolato-reductasa.

En otra forma de realizacién de la invencién, los vectores usados para la transfeccion pueden contener uno o mas
elementos TE en cualquier combinacion, posicion y orientacion.

En otra forma de realizacién preferida de la invencién se cotransfectan las células huésped con por lo menos dos
vectores de expresion eucariéticos, en donde por lo menos uno de los dos vectores contiene por lo menos un gen
que codifica por lo menos una proteina de interés, y el otro vector contiene uno o mas acidos nucleicos de acuerdo
con la invencioén en cualquier combinacion, posicién y orientacion, y opcionalmente también codifica por lo menos un
gen de interés, y estos acidos nucleicos de acuerdo con la invencion transmiten su accién de aumento de la
transcripcion y/o expresion a los genes de interés que estan localizados en el otro vector cotransfectado, a través de
la cointegracion con el otro vector.

De acuerdo con la invencion, las células huésped son establecidas, adaptadas y cultivadas bajo condiciones libres
de suero, eventualmente en medios que estan libres de proteinas/péptidos animales. Ejemplos de los medios que se
obtienen en el comercio son Ham’s F12 (Sigma, Deisenhofen, DE), RPMI-1640 (Sigma), medio de Eagle modificado
por Dulbecco (DMEM; Sigma), medio esencial minimo (MEM; Sigma), medio de Dulbecco modificado por Iscove
(IMDM; Sigma), CD-CHO (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.), CHO-S-SFMII (Invitrogen), medio CHO libre de suero
(Sigma) y medio CHO libre de proteinas (Sigma). Cada uno de estos medios puede ser completado eventualmente
con diversos compuestos, por €j., hormonas y/u otros factores de crecimiento (por €j., insulina, transferina, factor de
crecimiento epidérmico, factor de crecimiento parecido a la insulina), sales (por ej., cloruro de sodio, calcio,
magnesio, fosfato), tampones (por €j., HEPES), nucledsidos (por €j., adenosina, timidina), glutamina, glucosa u otras
sustancias nutritivas equivalentes, antibidticos y/u oligoelementos. Si bien se prefieren de acuerdo con la invencion
medios libres de suero, se pueden usar también medios para el cultivo de las células huésped que fueron mezclados
con una cantidad adecuada de suero. Para la seleccion de células modificadas genéticamente, que expresan uno o
mas genes marcadores de seleccion, se agregan al medio uno o mas medios de seleccion adecuados.

Como “medio de seleccién” se designa una sustancia que influye sobre el crecimiento o la supervivencia de células
huésped con una deficiencia para el gen marcador de seleccion. En el marco de la presente invencién se usa
preferentemente geneticina (G418) como agregado de medio para la seleccion de células huésped heterdlogas, que
llevan un gen de tipo salvaje o preferentemente un gen de neomicina-fosfotransferasa modificado. Preferentemente,
se usan concentraciones de G418 entre 100 y 800 pg/ml de medio, mas preferentemente son 200 a 400 pg de
G418/ml de medio. Si las células huésped tuvieran que ser transfectadas con varios vectores de expresion, por €j.
cuando separadamente varios genes de interés tienen que ser introducidos en la célula huésped, éstas disponen
generalmente de varios genes marcadores de seleccion.

Un “gen marcador de seleccion” es un gen que posibilita la seleccion especifica de células que contienen este gen
por medio de la adicion de un medio de seleccion correspondiente en el medio de cultivo. Como aclaracion, un gen
de resistencia a los antibiéticos puede ser usado como marcador de seleccién positivo. Soélo células que fueron
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transformadas con este gen pueden crecer en presencia del antibidtico correspondiente y por lo tanto ser
seleccionadas. Las células no transformadas en cambio no pueden crecer o sobrevivir bajo estas condiciones de
seleccion. Hay marcadores de seleccion positivos, negativos y bifuncionales. Los marcadores de seleccion positivos
posibilitan la seleccion y con ello el enriquecimiento de células transformadas por medio de la transmisiéon de una
resistencia con respecto al medio de seleccidon o por compensacion de un defecto metabdlico o catabdlico de la
célula huésped. Por el contrario, mediante marcadores de seleccidon negativos se pueden eliminar selectivamente
células que obtuvieron el gen para el marcador de seleccion. Un ejemplo de ello es el gen de la timidinaquinasa del
virus Herpes simplex, cuya expresion en células con la administracion simultanea de Acyclovir o Gancyclovir
conduce a su eliminacién. Los marcadores de seleccion usados en esta invencion, inclusive el marcador de
seleccion amplificable, incluye mutantes y variantes modificados biotecnolégicamente, fragmentos, equivalentes
funcionales, derivados, homdlogos y fusiones con otras proteinas o péptidos, en tanto el marcador de seleccion
mantenga sus propiedades selectivas. Tales derivados presentan una notable homologia en la secuencia de
aminoacidos en las zonas o dominios, a los cuales se les adjudica la propiedad selectiva. En la literatura se
describen una multiplicidad de genes marcadores de seleccion, inclusive marcadores bifuncionales
(positivos/negativos) (véanse, por €j., los documentos WO 92/08796 y WO 94/28143). Ejemplos de marcadores de
seleccion, que son usados comunmente en células eucaridticas, contienen el gen para aminoglicosido-
fosfotransferasa (APH), higromicina-fosfotransferasa (HYG), dihidrofolato-reductasa (DHFR), timidinaquinasa (TK),
glutamina-sintetasa, asparagina-sintetasa y genes que transmiten resistencia con respecto a neomicina (G418),
puromicina, histidinol D, bleomicina, fleomicina y zeocina.

Bajo “neomicina-fosfotransferasa modificada (NPT)” estan comprendidos todos los mutantes descritos en el
documento WO 2004/050884, especialmente el mutante D227G (Asp227Gly), que se caracteriza por el intercambio
acido aspartico (Asp, D) por glicina (Gly, G) en la posicién de aminoacido 227 y mas preferentemente el mutante
F2401 (Phe240lle) que se caracteriza por el intercambio de fenilalanina (Phe, f) por isoleucina (lle 1) en la posicion de
aminodcido 240.

La presente invencion incluye, por lo tanto, un método para la preparacion y seleccion de células recombinantes de
mamiferos, que contiene los siguientes pasos: (i) transfeccién de las células huésped con genes que codifican por lo
menos una proteina/un producto de interés y una neomicina-fosfotransferasa, preferentemente modificada, en donde
por lo menos el gen (o genes) de interés esta unido funcionalmente con por lo menos un elemento TE para
aumentar la transcripcion y/o expresion; (ii) cultivo de las células bajo condiciones que posibilitan una expresion de
los diversos genes; vy (iii) la seleccion de estos genes co-integrados por medio del cultivo de células en presencia de
un agente de seleccién como, por €j., G418. Preferentemente se cultivan las células transfectadas aqui en un medio
en ausencia de suero. Preferentemente la concentracion de G418 es de por lo menos 200 ug/ml. La concentracion
puede ser también de por lo menos 400 ug/ml.

Gen marcador de seleccién amplificable:
Ademas las células de acuerdo con la invencién pueden opcionalmente ser sometidas también a pasos de
amplificacion de genes, cultivandolas en presencia de un medio de seleccion que lleva a una amplificacion de un
gen marcador de seleccion amplificable.

La condicién es que las células huésped sean transfectadas adicionalmente con un gen que codifica para un
marcador de seleccion amplificable. Es posible que el gen, que codifica un marcador de seleccion amplificable, esté
presente en uno de los vectores de expresion de acuerdo con la invencién o sea introducido en la célula huésped
con ayuda de otro vector.

El gen marcador de seleccién amplificable codifica cominmente una enzima que se requiere para el crecimiento de
células eucaridticas bajo determinadas condiciones de cultivo. Por ejemplo, el gen marcador de seleccion
amplificable puede codificar la dihidrofolato-reductasa (DHFR). En este caso se amplifica el gen cuando se cultiva
una célula huésped transfectada con el mismo en presencia del agente de seleccion metotrexato (MTX).

En la siguiente Tabla 2 se indican ejemplos de otros genes marcadores de seleccion amplificables que se pueden

usar de acuerdo con la invencién y los medios de seleccion correspondientes, que se describen en una vista general
en Kaufman, Methods in Enzymology, 185, 537-566 (1990).
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Tabla 2: Genes marcadores de seleccion amplificables

Gen marcador de seleccion | NUmero de depdsito Agente de seleccion
amplificable
DHFR M19869 (hamster) Metotrexato (MTX)

(didrofolato-reductasa)

E00236 (ratén)

Metalotioneina

D10551 (hamster)
M13003 (humano)
M11794 (rata)

Cadmio

CAD (carbamoilfosfato-sintetasa:
aspartato-transcarbamilasa:
dihidroorotasa)

M23652 (hamster)
D78586 (humano)

N-fosfoacetil-L-aspartato

Adenosina-desaminasa K02567 (humano) Xyl-A- o) adenosina,
M10319 (raton) 2’ desoxicoformicina

AMP (adenilato)-desaminasa D12775 (humano) Adenina, azaserina,
J02811 (rata) coformicina

UMP-sintetasa

J03626 (humano)

6-Azauridina, pirazofurano

IMP 5°-deshidrogenasa

J04209 (hamster)
J04208 (humano)
M33934 (raton)

Acido micofendlico

Xantina-guanina-fosforribosil-
transferasa

X00221 (E. coli)

Acido micofendlico con
xantina limitante

HGPRTasa mutante o
quinasa mutante

timidina-

J00060 (hamster)

M13542, K02581 (humano)
J00423, M68489 (ratén)
M63983 (rata)

M36160 (Herpes virus)

Hipoantina, aminopterina y
timidina (HAT)

timidilato-sintetasa

D00596 (humano)
M13019 (raton)
L12138 (rata)

5-Fluordesoxiuridina

P-glicoproteina 170 (MDR1)

AF016535 (humano)

Varios productos medicinales,

J03398 (ratén) por €., adriamicina,
vincristina, colchicina
Ribonucleétido-reductasa M124223, K02927 (ratén) Afidicolina

Glutamina-sintetasa

AF150961 (hamster)
U09114, M60803 (raton)
M29579 (rata)

Metioninsulfoximina (MSX)

Asparagina-sintetasa

M27838 (hamster)
M27396 (humano)
U38940 (raton)
U07202 (rata)

3-Aspartilhidroxamato,
albizziina, 5 azacitidina

Argininosuccinato-sintetasa

X01630 (humano)
M31690 (raton)
M26198 (vaca)

Canavanina

Ornitina-descarboxilasa

M34158 (humano)
J03733 (ratén)
M16982 (rata)

A-Difluormetil-ornitina

HMG-CoA-reductasa

L00183, M12705 (hamster)
M11058 (humano)

Compactina

N-acetilgluosaminil-transferasa

M55621 (humano)

Tunicamicina

Treonil-tARN-sintetasa

M63180 (humano)

Borrelidina

Na+K+-ATPasa

J05096 (humano)
M14511 (rata)

Ouabaina

Como gen marcador de seleccion amplificable se prefiere de acuerdo con la invencién un gen que codifica un
polipéptido con la funcion de DHFR, por ej. DHFR o una proteina de fusion de la proteina fluorescente y DHFR. La
DHFR es necesaria para la biosintesis de purinas. Las células en las cuales no esta el gen de la DHFR no pueden
crecer en medio deficiente en purina. El gen de DHFR es por lo tanto un marcador de seleccion util para la seleccion
y amplificacion de genes en células que son cultivadas en medio libre de purina. El agente de seleccion, que se usa

junto con el gen de DHFR es metotrexato (MTX).

Las células de mamiferos, preferentemente células de mieloma de ratéon y de hamster, son células huésped
preferidas para el uso de DHFR como marcador de seleccién amplificable. Se prefieren especialmente las lineas
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celulares CHO-DUKX (ATCC CRL-9096) y CHO-DG44 (Urlaub y col., 1983), ya que debido a la mutacion no
presentan actividad DHFR propia. Para poder aplicar la amplificacién condicionada por DHFR también en otros tipos
de células que disponen de una actividad DHFR enddgena propia, se puede usar en la transfeccion un gen de
DHFR mutado, que codifica una proteina con una sensibilidad reducida con respecto a metotrexato (Simonson et al.,
1983; Wigler et al., 1980; Haber et al., 1982).

El marcador DHFR cuando se usan células base DHFR-negativas como CHO-DG44 o CHO-DUKX, es
especialmente adecuado para la seleccion y la amplificacion subsiguiente, ya que estas células no expresan una
DHFR enddgena y por lo tanto no crecen en medio libre de purina. Por lo tanto se puede usar aqui el gen de DHFR
como marcador de seleccion dominante y las células transformadas son seleccionadas en medio libre de
hipoxantina/timidina.

La presente invencion incluye, por lo tanto, un método para la preparacion y seleccion de células recombinantes de
mamiferos, que contiene los siguientes pasos: (a) transfeccion de las células huésped con genes que codifican por
lo menos una proteina/un producto de interés, una neomicina-fosfotransferasa, preferentemente modificada, y el
marcador de seleccion amplificable DHFR, en donde por lo menos el gen (o genes) de interés esta(n) unido(s)
funcionalmente con por lo menos un elemento TE de acuerdo con la invenciéon para aumentar la transcripcion y/o
expresion; (b) cultivo de las células bajo condiciones que posibilitan una expresion de los diversos genes; (c) la
seleccion de estos genes co-integrados por medio del cultivo de las células en presencia de un agente de seleccion,
como por ej., G418, en medio libre de hipoxantina/timidina; y (d) la amplificacion de estos genes co-integrados por
medio del cultivo de las células en presencia de un agente de seleccion que permite la amplificacion de por lo menos
el gen marcador de seleccion amplificable como, por ej., metotrexato. Preferentemente se cultivan las células
transfectadas aqui en medio libre de hipoxantina/timidina, suplementado con por lo menos 200 uyg/mL de G418,
preferentemente 400 pg/mL o también mas G418, en ausencia de suero y con la adicion de concentraciones
crecientes de MTX. Preferentemente la concentracion de MTX en el primer paso de amplificacion es de por lo menos
100 nM. La concentracion de MTX también puede ser de por lo menos 250 nM y puede ser aumentada
escalonadamente hasta 1 uM. En el caso individual también se puede usar una concentraciéon de mas de 1 uM, por
ej. 2 yM.

Una seleccion de células transfectadas también es posible por medio de separacién de células activada por
fluorescencia (FACS). Para ello se usan, por ejemplo, R-galactosidasa bacteriana, marcadores de la superficie de las
células o proteinas fluorescentes (por €j., proteina fluorescente verde (GFP) y sus variantes de Aequorea victoria y
Renilla reniformes u otras especies; proteina fluorescente roja y proteinas fluorescentes en otros colores y sus
variantes de organismos no bioluminiscentes, como por ej., Discosoma sp., Anemonia sp., Clavularia sp., Zoanthus
sp., Aequorea coerulescens para la selecciéon de células transformadas.

Expresion génica y seleccion de células huésped de alta produccion:

La expresion “expresion génica” se refiere a la transcripcion y/o traduccion de una secuencia de genes heteréloga en
una célula huésped. La tasa de expresion se puede determinar en general aqui o bien en base a la cantidad del
mARN correspondiente que se encuentra presente en la célula huésped o en base a la cantidad producida de
producto de gen, que es codificada por el gen de interés. La cantidad de mARN producida mediante la transcripcion
de una secuencia de nucledtidos elegida puede ser determinada, por ejemplo, por hibridacién de transferencia
Northern, proteccion de ribonucleasa-ARN, hibridacion in situ de ARN celular o por métodos de PCR (por €j., PCR
cuantitativa) (Sambrook et al., 1989; Ausubel et al., 1994). Las proteinas que son codificadas por una secuencia de
nucledtidos seleccionada también pueden ser determinadas por diversos métodos como, por ej., por ELISA, HPLC
de proteinas A, transferencia Western, radioinmunoensayo, inmunoprecipitacion, determinacion de la actividad
biolégica de la proteina, inmunocoloracion de la proteina con analisis FACS subsiguiente o microscopia de
fluorescencia, deteccién directa de una proteina fluorescente por medio de andlisis FACS o por microscopia de
fluorescencia (Sambrook et al., 1989; Ausubel et al., 1994). Estos métodos posibilitan, por ejemplo, la investigacion
con respecto a si el elemento TE de acuerdo a la invencion de la SEQ ID N° 1 o una parte cualquiera, fragmento o
zona de la misma o sus derivados o combinaciones de estos llevan a un aumento de la transcripcion y/o expresion
de un gen de interés.

Con “aumento de la expresion, transcripcion o productividad” se designa el aumento de la expresion o sintesis de
una secuencia heteréloga introducida en una célula huésped, por ejemplo de un gen que codifica una proteina
terapéutica, en comparacion con un control. Hay un aumento de expresion, transcripcion o productividad cuando una
célula de acuerdo con la invencion es cultivada de acuerdo con un procedimiento de acuerdo con la invencién aqui
descrito y cuando esta célula presenta por lo menos un aumento de la productividad especifica de 1,3 veces o de
1,5 veces o, preferentemente, una duplicacion de la productividad especifica. También hay un aumento de
expresion, transcripcion o productividad cuando la célula de acuerdo con la invencion presenta una triplicacion de la
productividad especifica. También hay especialmente un aumento de la expresion, transcripcion o productividad
cuando la célula de acuerdo con la invencion presenta por lo menos una cuadruplicacion de la productividad
especifica. Hay un aumento de la expresion, transcripcion o productividad especialmente cuando la célula de
acuerdo con la invencion presenta por lo menos una quintuplicaciéon de la productividad especifica. Un aumento de
la expresion, transcripcion o productividad existe también especialmente cuando la célula de acuerdo con la
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invencion presenta por lo menos una sextuplicacion de la productividad especifica. Hay un aumento especial de la
expresion, transcripcion o productividad cuando la célula de acuerdo con la invencion presenta por lo menos una
septuplicacion de la productividad especifica.

Un aumento de la expresion, transcripcion o productividad puede obtenerse tanto usando uno de los vectores de
expresion de acuerdo con la invencién como también mediante la aplicacién de un procedimiento de acuerdo con la
invencion.

Los procedimientos correspondientes pueden ser combinados con una seleccidon basada en FACS de células
huésped recombinantes que contienen como marcador de seleccién adicional, por ejemplo, una o mas proteinas de
fluorescencia (por ej., GFP) o un marcador de superficie celular. Otros métodos para obtener una expresion
aumentada, en donde también es posible una combinacion de diversos métodos, se basan, por ejemplo, en el uso
de elementos cis-activos para la manipulacién de la estructura de cromatina (por €j., LCR, UCOE, EASE, aisladores,
S/MARs, elementos STAR), uso de factores de transcripcion (artificial), tratamiento de las células con agentes
naturales o sintéticos para la regulacion hacia arriba de la expresion endégena o heteréloga de genes, mejora de la
estabilidad (tiempo de vida media) del mARN o de la proteina, mejora de la iniciaciéon de la traduccién del mARN,
aumento de la dosis de gen mediante el uso de plasmidos episomales (que se basa en el uso de secuencias virales
como origen de replicacion, por ej., de SV40, polioma, adenovirus, EBV o PBV), uso de secuencias que promueven
la amplificacion (Hemann et al., 1994) o en sistemas de amplificacion in vitro que se basan en concatémeros de ADN
(Monaco et al., 1996).

En otra forma de realizacion, la presente invencion se refiere por lo tanto también a procedimientos para la obtencion
y la seleccion de células recombinantes de mamiferos, que expresan por lo menos un gen heterdélogo de interés y
que estan caracterizados porque (i) se transfectan células recombinantes de mamiferos con un vector de expresion
de acuerdo con la invencion asi como también el gen para un gen marcador de seleccion amplificable; (ii) se cultivan
las células de mamiferos bajo condiciones que posibilitan una expresion del(de los) gen(es) de interés, del gen de
neomicina-fosfotransferasa modificado; (iii) se cultivan las células de mamiferos en presencia de por lo menos un
agente de seleccion, el cual actua selectivamente sobre el crecimiento de células de mamiferos y prefiere aquellas
células en el crecimiento que expresan el gen de neomicina-fosfotransferasa; (iv) se seleccionan las células de
mamiferos por medio de analisis flujocitométrico que muestran una alta expresién de la proteina fluorescente; (v) se
cultivan las células seleccionadas bajo condiciones bajo las cuales se expresa el gen marcador de seleccion
amplificable; y (vi) se agrega al medio de cultivo un agente de seleccion que tiene como consecuencia la
amplificacion del gen marcador de seleccion amplificable.

También es de acuerdo con la invencién un procedimiento para la preparacion de un producto biofarmacéutico,
caracterizado por la siguientes etapas:

(a) integracion de un acido nucleico de acuerdo con la invencién en un vector de expresion eucaridtico que contiene
un gen de interés;

(b) transfeccion de una célula huésped eucariética con este vector de expresion;

(c) seleccion de una célula huésped transfectada de alta produccion y

(d) cultivo de la célula huésped transfectada de alta produccién obtenida, bajo condiciones que permiten una
expresion del(de los) gen(es) de interés. Para ello se cultivan las células de alta produccion seleccionadas
preferentemente en un medio de cultivo libre de suero y preferentemente en cultivo de suspension bajo condiciones
que permiten una expresion del gen de interés. La proteina/el producto de interés se obtiene asi preferentemente
como producto de gen segregado a partir del medio de cultivo de células. En la expresion de la proteina sin sefal de
secrecion se puede aislar también el producto de gen a partir de lisados de células. Para obtener un producto puro,
homogéneo, que se encuentra esencialmente libre de otras proteinas recombinantes y proteinas de células huésped
se realizan pasos de purificacion usuales. Para ello se retiran frecuentemente células y detritos celulares del medio
de cultivo o lisado. El producto de gen deseado puede ser liberado luego de proteinas, polipéptidos y acidos
nucleicos solubles contaminantes, por ej., por fraccionamiento en columnas de inmunoafinidad y de intercambio de
iones, precipitacion de etanol, HPLC de fases inversas o cromatografia en Sephadex, silice o resinas de intercambio
de cationes como DEAE. Los métodos que llevan a una purificacion de una proteina heterdloga expresada por
células huésped recombinantes son conocidos por el experto y se describieron en la literatura, por €j., en Harris et
al., (1995) y Scopes (1988).

COMPOSICIONES DE ACUERDO CON LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un acido nucleico que contiene TE-13 (SEQ ID N° 15) o un fragmento de TE-13
(SEQ ID N° 15) o sus secuencias de nucledtidos complementarias o un derivado de TE-13 (SEQ ID N° 15) o sus
secuencias de nucledtidos complementarias, en donde el acido nucleico, el fragmento, el derivado o sus secuencias
de nucledtidos complementarias conducen, en el caso de una integracion cromosémica, a un aumento de la
transcripcion o bien expresion de un gen de interés en un sistema de expresion, y en donde el derivado presenta
una identidad de la secuencia de la menos el 85%.

La presente invencion se refiere a un acido nucleico que contiene TE-13 (SEQ ID N° 15) o un fragmento de TE-13

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2401 654 T3

(SEQ ID N° 15) o sus secuencias de nucledtidos complementarias o un derivado de TE-13 (SEQ ID N° 15) o sus
secuencias de nucledtidos complementarias, en donde el acido nucleico, el fragmento, el derivado o sus secuencias
de nucledtidos complementarias conducen, en el caso de una integracion cromosémica, a un aumento de la
transcripcion o bien expresion de un gen de interés en un sistema de expresion, y en donde el derivado presenta
una identidad de la secuencia de la menos el 85%, con la condicién de que el fragmento o el derivado comprenda
por lo menos una zona de secuencia de la zona de acidos nucleicos entre 1 pb y 1578 pb (con referencia a la SEQ
ID N° 01). En este caso, con una zona de secuencias se quiere dar a entender una zona de acidos nucleicos de por
lo menos 10 pb, 15 pb, 20 pb, 50 pb, 100 pb.

La presente invencion se refiere a un acido nucleico que contiene TE-13 (SEQ ID N° 15) o un fragmento de TE-13
(SEQ ID N° 15) o sus secuencias de nucledtidos complementarias o un derivado de TE-13 (SEQ ID N° 15) o sus
secuencias de nucledtidos complementarias, en donde el acido nucleico, el fragmento, el derivado o sus secuencias
de nucledtidos complementarias conducen, en el caso de una integracion cromosémica, a un aumento de la
transcripcion o bien expresion de un gen de interés en un sistema de expresion, y en donde el derivado presenta
una identidad de la secuencia de la menos el 85%, con la condicion de que el fragmento o derivado comprenda por
lo menos una zona de secuencias de TE-08 (SEQ ID N° 11) o TE-13 (SEQ ID N° 15). También en este caso, con
una zona de secuencias se quiere dar a entender una zona de acidos nucleicos de por lo menos 10 pb, 15 pb, 20
pb, 50 pb, 100 pb.

El aumento de expresion del gen de interés se puede determinar, por ejemplo, por medicion del titulo de producto
por medio de ELISA.

La invencion se refiere, en una forma de realizacion preferida, a un acido nucleico que contiene TE-08 (SEQ ID N°
10) o un fragmento de TE-08 (SEQ ID N° 10) o sus secuencias de nuclet6tidos complementarias o un derivado de
TE-08 (SEQ ID N° 10) o sus secuencias complementarias, en donde el acido nucleico, el fragmento, el derivado o
sus secuencias de nucledtidos complementarias conducen, en el caso de una integracion cromosomica, a un
aumento de la transcripcion y/o expresion de un gen de interés en un sistema de expresion, y en donde el derivado
presenta una identidad de la secuencia de la menos el 85%.

En una forma de realizacion preferida del acido nucleico de acuerdo con la invencién arriba mencionado existe la
condiciéon de que el fragmento o derivado comprenda por lo menos una zona de secuencias de la zona de acidos
nucleicos entre 1 pb y 1578 pb (con referencia a la SEQ ID N° 01).

En una forma de realizaciéon especialmente preferida del acido nucleico de acuerdo con la invencion arriba
mencionado, existe la condicidon de que el fragmento o derivado comprenda por lo menos una zona de secuencias
de TE-08 (SEQ ID N° 11) o TE-13 (SEQ ID N° 15). En este caso, con una zona de secuencias se quiere dar a
entender una zona de acidos nucleicos de por lo menos 10 pb, 15 pb, 20 pb, 50 pb, 100 pb.

La invencion se refiere en otra forma de realizacién preferida a un acido nucleico que contiene la SEQ ID N° 1 o un
fragmento de SEQ ID N° 1 o sus secuencias de nucledtidos complementarias o un derivado de la SEQ ID N° 1 o sus
secuencias de nucledtidos complementarias, en donde el acido nucleico, el fragmento, el derivado o sus secuencias
de nucledtidos complementarias conducen, en el caso de una integracion cromosémica, a un aumento de la
transcripcion o bien expresion de un gen de interés en un sistema de expresion, en donde el fragmento o derivado
comprende por lo menos una zona de secuencias de la zona de acidos nucleicos entre 1 pb y 1578 pb (con
referencia a la SEQ ID N° 01), y en donde el derivado presenta una identidad de la secuencia de la menos el 85%.

En una forma de realizacion especialmente preferida del acido nucleico de acuerdo con la invencion arriba
mencionado, existe la condicion de que el fragmento o derivado comprenda por lo menos una zona de secuencias
de TE-08 (SEQ ID N° 11) o TE-13 (SEQ ID N° 15). En este caso, con una zona de secuencias se quiere dar a
entender una zona de acidos nucleicos de por lo menos 10 pb, 15 pb, 20 pb, 50 pb, 100 pb.

El aumento de expresion del gen de interés se puede determinar, por ejemplo, mediante la medicion del titulo del
producto por medio de ELISA.

En una forma de realizacion especial, el acido nucleico de acuerdo con la invencién presenta una longitud de por lo
menos 511 pb (=longitud TE-13, SEQ ID N° 15) o bien por lo menos 1015 pb (= longitud TE-08, SEQ ID N° 10).

La presente invencion se refiere en una forma de realizacion preferida al fragmento 5’ del elemento TE TE-00 (SEQ
ID N° 2). Esto corresponde a la zona parcial de la SEQ ID N° 1 entre 1 pb y 1578 pb o su secuencia de nucleétidos
complementaria.

La presente invencion se refiere especialmente a un acido nucleico y/o un elemento de acido nucleico que aumenta
la transcripciéon y/o aumenta la expresion (elemento TE) que contiene TE-13 (SEQ ID N° 15) o bien TE-08 (SEQ ID
N° 10) o un derivado del mismo o sus secuencias de nucleétidos complementarias, en donde el acido nucleico, el
derivado o sus secuencias de nucleétidos complementarias conducen, en el caso de una integracién cromosomica,
a un aumento de la transcripcion o bien expresién de un gen de interés, y en donde el derivado presenta una
identidad de la secuencia de la menos el 85%.
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La presente invencion se refiere preferentemente a un acido nucleico aislado y/o una molécula de acidos nucleicos
aislada y/o una secuencia de acidos nucleicos aislada y/o un elemento de acido nucleico que aumenta la
transcripcion aislado o bien un elemento TE aislado.

La presente invencion se refiere especialmente a un acido nucleico aislado que contiene TE-08 (SEQ ID N° 10) o su
secuencia de acidos nucledtidos complementaria y que en la integracion cromosémica lleva a un aumento de la
transcripcion o bien expresion de un gen de interés en un sistema de expresion.

En una forma de realizacion el acido nucleico o bien el elemento de acido nucleico que aumenta la transcripcion y/o
el acido nucleico aislado, contiene un derivado de un elemento TE o bien de la SEQ ID N° 1 que presenta por lo
menos aprox. 85% de identidad de secuencias, mas preferentemente por lo menos aprox. 90% de identidad de
secuencias y mas preferentemente aun por lo menos aprox. 95% de identidad de secuencias con la zona parcial
correspondiente de la secuencia del elemento TE y/o su secuencia complementaria, especialmente con la zona de
secuencias entre la posicion de nucledétidos de 1 pb y 1578 pb con respecto a la SEQ ID N° 1, lo que corresponde a
la zona de secuencias 5 de la secuencia TE-00 y mas preferentemente con TE-13 (SEQ ID N° 15) o bienTE-08
(SEQ ID N° 10).

En una forma de realizacién preferida, el acido nucleico o bien el elemento de acido nucleico que aumenta la
transcripcion y/o el acido nucleico aislado, contiene un derivado de un acido nucleico TE-08 (SEQ ID N° 10) o
preferentemente un acido nucleico (SEQ ID N° 15) que presenta por lo menos aprox. 70% de identidad de
secuencias, preferentemente por lo menos aprox. 80% de identidad de secuencias o por lo menos aprox. 85% de
identidad de secuencias, mas preferentemente por lo menos aprox. 90% de identidad de secuencias y mas
preferentemente aun por lo menos aprox. 95% de identidad de secuencias con la zona parcial correspondiente de la
secuencia del elemento TE o bien su secuencia complementaria.

En otra forma de realizacion, la invencion se refiere a un acido nucleico de acuerdo con la invencion o bien a un
elemento de acido nucleico de acuerdo con la invencidon que aumenta la transcripcion o bien un acido nucleico
aislado de acuerdo con la invencién o bien un derivado de un elemento TE de acuerdo con la invencién que se
hibrida con la secuencia de un elemento TE o con la secuencia complementaria de un elemento TE, especialmente
con la zona de secuencias entre la posicion de nucleétidos de 1 pb 'y 1578 pb con respecto ala SEQ ID N° 1, lo que
corresponde a la zona de secuencias 5’ de la secuencia TE-00 (SEQ ID N° 2) o especialmente con el elemento TE-
08 (SEQ ID N° 10). Preferentemente la hibridacion se realiza bajo condiciones de hibridacién y lavado severas.

En otra forma de realizacion preferida, el acido nucleico de acuerdo con la invencién o bien el elemento que
aumenta la transcripcion (elemento TE) seleccionado entre el grupo compuesto por: TE-01 (SEQ ID N° 3), TE-02
(SEQ ID N° 4), TE-07 (SEQ ID N° 9), TE-08 (SEQ ID N° 10), TE-10 (SEQ ID N° 12), TE-11 (SEQ ID N° 13), TE-12
(SEQ ID N° 14), TE-13 (SEQ ID N° 15), TE-15 (SEQ ID N° 17), TE-17 (SEQ ID N° 19), TE-18 (SEQ ID N° 20).

En una forma de realizacidon especialmente preferida, el acido nucleico o bien el elemento que aumenta la
transcripcion (elemento TE) es TE-08 (SEQ ID N° 10).

En una forma de realizacién preferida, el acido nucleico o bien el elemento que aumenta la transcripcion (elemento
TE) es TE-18 (SEQ ID N° 20).

En una forma de realizacion preferida, el acido nucleico de acuerdo con la invencién es TE-13 (SEQ ID N° 15).

En otra forma de realizacion, el acido nucleico de acuerdo con la invencion o el fragmento o el derivado es un acido
nucleico aislado.

La presente invencion se refiere, ademas, a un acido nucleico, caracterizado porque un acido nucleico de acuerdo
con la invencion o bien un elemento TE de acuerdo con la invencion esta unido a una secuencia heteréloga.

El acido nucleico unido a una secuencia de gen heterdloga, en una forma de realizacion preferida, puede ser un
vector de expresion. Son ejemplos plasmidos, bacteriéfagos, fagémicos, césmidos, vectores virales o también
especialmente un vector diana.

El acido nucleico unido a una secuencia de gen heterdloga también puede ser otra molécula de acidos nucleicos
sintética como, por ej., cromosomas sintéticos, artificiales o mini-cromosomas.

La presente invencion se refiere ademas a un vector de expresion eucariotico, caracterizado porque este vector de
expresion contiene uno o mas acidos nucleicos de acuerdo con la invencién y/o uno o mas elementos de
transcripcion de acuerdo con la invencion (elemento TE).

En una forma de realizacién especial, el vector de expresién eucariético esta caracterizado porque contiene un
promotor y/o un gen heterodlogo de interés y/o un marcador de seleccion y/u opcionalmente un potenciador.

La presente invencién se refiere ademas a un vector de expresion eucariético caracterizado porque este vector de
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expresion contiene uno o mas acidos nucleicos de acuerdo con la invencién o bien uno o mas elementos que
aumentan la transcripcion de acuerdo con la invencion (elemento TE) y un promotor y/o un gen heterélogo de interés
y/o un marcador de seleccion y/u opcionalmente un potenciador.

En otra forma de realizacion, el vector de expresion eucariotico esta caracterizado porque se trata de un vector diana
para la integracion especifica del gen de interés.

En una forma de realizacion preferida, el vector de expresion eucariético esta caracterizado porque el promotor es
un promotor heterélogo como el promotor temprano del virus de citomegalia humana (promotor CMV), el promotor
temprano de SV40, el promotor principal tardio del adenovirus, el promotor de metalotionina-I del ratén, la region de
repeticion terminal larga del virus del sarcoma de Rous, el o los promotores de actina, inmunoglobulina o del choque
térmico, preferentemente el promotor de CMV.

En otra forma de realizacién preferida, el vector de expresion eucariotico esta caracterizado porque el promotor es
un promotor heterélogo, preferentemente el promotor de ubiquitina/S27a, mas preferentemente el promotor de
ubiquitina/s27A del hamster.

En una forma de realizacion especial, el vector de expresion eucariotico esta caracterizado porque contiene una
combinacién de varios acidos nucleicos o bien elementos TE de acuerdo con la invencion, iguales o diferentes en
cualquier orientacién entre si, en donde uno o mas de los acidos nucleicos o bien elementos TE estan posicionados
delante (es decir, 5’) y/o uno o mas acidos nucleicos o bien elementos TE detras (es decir, 3') del gen de interés.

En una forma de realizacion preferida, el vector de expresion eucariotico esta caracterizado porque los acidos
nucleicos o bien elementos TE combinados son una combinacién con TE-08 (SEQ ID N° 10).

En una forma de realizacién especialmente preferida, el vector de expresion eucariético esta caracterizado porque
uno o mas acidos nucleicos TE-08 o bien elementos (SEQ ID N° 10) estan posicionados delante (es decir, 5’) y uno
0 mas detras (es decir, 3’) del gen de interés, preferentemente un elemento TE-08 (SEQ ID N° 10) delante y uno
detras (ver al respecto también la Figura 13).

Otras combinaciones preferidas de acidos nucleicos o bien elementos TE son 2 acidos nucleicos/elementos TE-08
(SEQ ID N° 10) antes y/o después del gen de interés.

En una forma de realizacion preferida, el vector de expresion eucaridtico esta caracterizado porque una combinacion
de uno o mas acidos nucleicos o bien elementos TE-08 (SEQ ID N° 10) con uno o mas &cidos nucleicos o bien
elementos TE-06 (SEQ ID N° 8) estan posicionados delante (es decir, 5’) y/o detras (es decir, 3’) del gen de interés,
se prefiere una combinacién de un acido nucleico o bien un elemento TE-08 (SEQ ID N° 10) seguido de un acido
nucleico o bien un elemento TE-06 (SEQ ID N° 8) delante (es decir, 5’) del gen de interés (ver al respecto también la
Figura 13).

En otra forma de realizacion, el vector de expresion eucariético esta caracterizado porque uno o varios acidos
nucleicos o bien elementos TE-13 (SEQ ID N° 15) estan posicionados delante (5’) y/o detras (3’) del gen de interés.

En una forma de realizacion preferida, el vector de expresién eucariético esta caracterizado porque contiene ademas
una integrasa.

En otra forma de realizacién preferida, las células huésped son cotransfectadas con por lo menos dos vectores de
expresion eucaridticos, en donde por lo menos uno de los dos vectores contiene por lo menos un gen que codifica
por lo menos una proteina de interés, y el otro vector contiene uno o mas acidos nucleicos de acuerdo con la
invencion en cualquier combinacion, posicion y orientacion, y opcionalmente también codifica para por lo menos un
gen de interés, y estos acidos nucleicos de acuerdo con la invencion transmiten su efecto aumentador de la
transcripcion y/o de la expresion sobre los genes de interés, que estan localizados sobre el otro vector
cotransfectado, a través de la co-integracion con el otro vector.

En una forma de realizaciéon especial, el vector de expresion eucaridtico esta caracterizado porque el marcador de
seleccion es DHFR o Neo, por ejemplo, Neo F240l.

La invencion se refiere, ademas, a un procedimiento para la preparacion de un vector de expresion eucariético,
caracterizado por la integracion de un acido nucleico de acuerdo con la invencion en un vector de expresion.

La invencién se refiere ademas a una célula huésped eucariética caracterizada porque contiene un vector de
expresion eucariético de acuerdo con la invencion.

En una forma de realizacion especial, la célula huésped eucaridtica esta caracterizada porque tiene una alta
produccion, es decir, posee una mayor productividad especifica que una célula huésped eucariética comparable sin
el elemento TE o bien el acido nucleico de acuerdo con la invencion, teniendo esta célula huésped un nivel de
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expresion aumentado dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete o diez veces, o un nivel de expresidon aumentado mas de
dos, mas de tres, mas de cuatro, mas de cinco, mas de siete, mas de diez veces, se prefiere hasta cinco veces o
mas de tres veces.

En una forma de realizacién especialmente preferida, la célula huésped eucaridtica esta caracterizada porque el
vector de expresion esta integrado en el genoma en forma estable.

En otra forma de realizacion, la célula huésped eucariética es una célula de hamster o ratén, como por ejemplo, una
célula CHO, NSO, Sp2/0-Ag14, BHK21, BHK TK’, HaK-, 2254-62.2 (derivado BHK-21), CHO-K1, CHO-DUKX (=CHO
duk-, CHO/dhfr-), CHO-DUKX B1, CHO-DG44, CHO Pro-5, V79, B14AF28-G3, CHL, preferentemente una célula
CHO y mas preferentemente una célula CHO-DG44.

En otra forma de realizacion, la célula huésped eucariética es una célula de mamifero, inclusive, pero no limitado a,
lineas celulares de ser humano, ratén, rata, mono, roedores.

En una forma de realizacién adicional, la célula huésped es una célula eucaridtica inclusive, pero no limitado a,
células de levaduras, insectos, aves y plantas.

En otra forma de realizacion especial, la célula huésped eucariotica esta caracterizada porque contiene ademas un
gen anti-apoptosis, como BCL-xL, BCL-2, BCL-w, BFL-1, A1, MCL-1, BOO, BRAG-1, NR-13, CDN-1, CDN-2, CDN-3,
BHRF-1, LMW5-HL o CED-9, preferentemente Bcl-xL o BCL-2, mas preferentemente BCL-xL.

La presente invencion se refiere, ademas, a un procedimiento para el desarrollo de una linea celular eucariética
transfectada en forma estable, de alta produccion, caracterizado por los siguientes pasos:

(a) integracion de por lo menos un acido nucleico de acuerdo con la invencion o bien un elemento TE de
acuerdo con la invencién en un vector de expresion eucaridtico que contiene un gen de interés,

(b) transfeccion de una célula huésped eucarionte con este vector de expresion,

(c) seleccion de una célula huésped transfectada de alta produccion.

La presente invencion se refiere, ademas, a un procedimiento para el desarrollo de una linea celular eucariética
transfectada en forma estable, de alta produccion, caracterizado por los siguientes pasos:

(a) integracion de por lo menos un gen (genes) de interés en un vector de expresion eucariético que contiene
por lo menos un acido nucleico de acuerdo con la invencion y/o un elemento TE de acuerdo con la invencion,

(b) transfeccion de una célula huésped eucarionte con este vector de expresion,

(c) seleccion de una célula huésped transfectada de alta produccion.

En una forma de realizacién especial, el procedimiento esta caracterizado por al menos un paso de amplificacion
adicional.

La presente invencion se refiere, ademas, a un procedimiento para la preparacion y seleccion de células
recombinantes de mamiferos caracterizado por los siguientes pasos:

(a) transfeccion de las células huésped con genes que por lo menos codifican una proteina/producto de interés, una
neomicina-fosfotransferasa, preferentemente modificada, y el marcador de seleccion amplificable DHFR, en donde
por lo menos el gen (o bien los genes) de interés esta unido funcionalmente para el incremento de transcripcion o
bien expresién con por lo menos un acido nucleico de acuerdo con la invencion,

(b) cultivo de las células en condiciones que permiten una expresion de los distintos genes,

(c) la seleccioén de estos genes cointegrados por cultivo de las células en presencia de un medio de seleccion como,
por ejemplo, G418, en medio sin hipoxantina/timidina y

(d) la amplificacion de estos genes cointegrados por cultivo de las células en presencia de un medio de seleccion,
que permite la amplificacion de por lo menos el gen marcador de seleccién como, por ejemplo, metotrexato.

En una forma de realizacién especial, este procedimiento esta caracterizado porque las células transfectadas son
cultivadas en medio libre de hipoxantina/timidina, suplementado con por lo menos 200 pg/mL de G418,
preferentemente 400 ug/mL o también mas G418, en ausencia de suero y bajo adicion de concentraciones
crecientes de MTX.

En otra forma de realizacion especial, este procedimiento esta caracterizado porque la concentracion de MTX en el
primer paso de amplificacion es de por lo menos 100 nM o por lo menos 250 nM y escalonadamente se puede
aumentar hasta 1 yM o mas. En casos individuales, la concentracion de MTX puede ser de 2 uM.

En otra forma de realizacion especial, el procedimiento esta caracterizado por un paso de clonacién adicional.

En otra forma de realizacién del procedimiento de acuerdo con la invencion, la célula huésped es una célula de
roedor/hamster, como por ejemplo, una célula de CHO, NSO, Sp2/0-Ag14, BHK21, BHK TK-, HaK, 2254-62.2
(derivado BHK-21), CHO-K1, CHO-DUKX (=CHO duk-, CHO/dhfr-), CHO-DUKX B1, CHO-DG44, CHO Pro-5, V79,
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B14AF28-G3, CHL, preferentemente una célula CHO y mas preferentemente una célula CHO-DG44.

En un procedimiento preferido de acuerdo con la invencién, el vector de expresién contiene un marcador de
seleccion como DHFR o NPT, por ejemplo, NPT F340l o NPT D227G.

En una forma de realizacién mas preferida del procedimiento de acuerdo con la invencion, la proporciéon de altos
productores esta aumentada dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete o diez veces, o aumentada mas de dos, mas de tres,
mas de cuatro, mas de cinco, mas de siete, mas de diez veces, mas preferentemente hasta cinco veces o mas de
tres veces.

La presente invencion se refiere, ademas, a un procedimiento para la preparacién de un producto biofarmacéutico,
caracterizado por los siguientes pasos:

(a) integracion de por lo menos un acido nucleico de acuerdo con la invencién o bien un elemento TE de
acuerdo con la invencion en un vector de expresion eucaridtico que contiene un gen de interés,

(b) transfeccion de una célula huésped eucarionte con este vector de expresion,

(c) seleccion de una célula huésped transfectada de alta produccion y

(d) cultivo de la célula huésped transfectada obtenida de alta produccién en condiciones que permiten una
expresion del o de los genes de interés.

La presente invencién se refiere ademas a un procedimiento para el desarrollo de una linea celular eucariética
transfectada en forma estable, de alta produccion, caracterizado por los siguientes pasos:

(a) integracion de por lo menos un gen (genes) de interés en un vector de expresion eucariético que contiene
por lo menos un acido nucleico de acuerdo con la invencion y/o un elemento TE de acuerdo con la invencion,

(b) transfeccion de una célula huésped eucarionte con este vector de expresion,

(c) seleccion de una célula huésped transfectada de alta produccion y

(d) cultivo de la célula huésped transfectada obtenida de alta produccién en condiciones que permiten una
expresion del o de los genes de interés.

En una forma de realizacion especial, el procedimiento de acuerdo con la invencion esta caracterizado por al menos
un paso de amplificacion adicional.

En una forma de realizacién especial, el procedimiento de acuerdo con la invenciéon esta caracterizado por el
siguiente paso adicional:
(e) siembray purificacion de la proteina de interés.

La presente invencion se refiere, ademas, al uso de un acido nucleico de acuerdo con la invencién o bien un
elemento que aumenta la transcripcion de acuerdo con la invencidon (elemento TE) en un vector de expresion
eucariético, para aumentar la transcripcion y/o expresion de un gen de interés en un sistema de expresion en una
célula huésped eucaridtica o para la preparacion de un producto biofarmacéutico.

La presente invencion se refiere, ademas, al uso de un acido nucleico de acuerdo con la invencién o bien un
elemento que aumenta la transcripcion de acuerdo con la invencién (elemento TE) para la generacion de animales o
plantas transgénicos.

La presente invencion se refiere ademas al uso de un acido nucleico de acuerdo con la invencién o bien un elemento
que aumenta la transcripcién de acuerdo con la invencion (elemento TE) en la terapia génica.

La presente invencién se refiere especialmente al uso de un acido nucleico de acuerdo con la invencién o bien un
elemento que aumenta la transcripcion de acuerdo con la invencién (elemento TE) como medicamento o en una
composicion farmacéutica.

La presente invencién se refiere ademas a un kit compuesto por un acido nucleico de acuerdo con la invencién o
bien uno o mas elementos TE de acuerdo con la invencién, opcionalmente vectores de expresion, opcionalmente
células huésped y opcionalmente reactivos de transfeccion.

Otra forma de realizacién de la presente invencidén se refiere a un elemento-TE de acuerdo con la invencion,
fragmento o derivado, el cual tiene mas de 160 pb, preferentemente mas de 170 pb de longitud. En una forma de
realizacion especial, el elemento TE es un fragmento de entre 160 pb y 1200 pb y/o entre 170 pb y 1000 pb,
preferentemente mas de 200 pb y entre 200 pb y 1000 pb de longitud.

En una forma de realizacion preferida, el fragmento del elemento TE de acuerdo con la invencién se encuentra en la
zona parcial de la SEQ ID N° 1 entre 1 pb y 1578 pb (esto corresponde a un fragmento 5’ del elemento TE-00 (SEQ
ID N° 2) y tiene mas de 113 pb de longitud y/o mas de 132 pb y preferentemente mas de 160 pb y/o mas de 170 pb
de longitud. En una forma de realizacion especial, el fragmento del elemento TE de acuerdo con la invencion tiene
entre 113 pb y 1200 pb y/o entre 132 pb y 1200 pb y/o entre 160 pb y 1200 pb, preferentemente mas de 200 pb y
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entre 200 pb y 1000 pb de longitud.

En una forma de realizacién adicional, el fragmento del elemento TE de acuerdo con la invencion se presenta sin
secuencias vecinas. Esto significa que el fragmento no es parte integrante de una secuencia mas grande o de una
zona de secuencias, que por ejemplo, no se le han agregado otras secuencias delante (5’) o detras (3’).

En otra forma de realizacién especial, la presente invencion se refiere a un acido nucleico de acuerdo con la
invencién, que no contiene islas de CpG.

De los siguientes experimentos se puede ver que en una comparacion de células huésped eucaridticas con y sin
elemento TE se pudo demostrar un aumento de hasta siete veces de la modificaciéon relativa de la productividad
especifica del gen de interés.

La obtencion de datos para el titulo del producto y para la productividad especifica dio por resultado que casi todos
los pools de células con elementos TE de acuerdo con la invencién, que representaban fragmentos o bien derivados
de la SEQ ID N° 1, expresaban en promedio mas gen de interés que los pools de células sin elemento TE. Los
elementos TE 01 (SEQ ID N° 3), 02 (SEQ ID N° 4) y 08 (SEQ ID N° 10) dieron por resultado la mayor productividad
en dos series de transfeccion independientes, en las cuales se us6 en cada caso otro marcador de seleccion (NPT o
bien DHFR). Pueden aumentar la productividad por un factor de 4 - 7. No obstante, los elementos TE 01 (SEQ ID N°
3) y 02 (SEQ ID N° 4) con 3 kb y 2,5 kb son muy grandes para agregar adicionalmente a un vector de expresion.
Mas interesante es en cambio el elemento TE 08 (SEQ ID N° 10) de solo 1 kb de tamafio, que puede aumentar la
expresion por un factor de 5 - 6. Es muy ventajoso dejar los vectores de expresion tan pequefios como sea posible,
pues los vectores mas pequefios son en general mas estables y son mas faciles de manipular tanto en la clonacion
como también en la transfecciéon. Por lo tanto, los elementos TE 08 (SEQ ID N° 10) y 13 (SEQ ID N° 15) son
especialmente interesantes para el uso como elemento que promueve la transcripcion.

De los siguientes ejemplos se puede observar ademas, que los pools de células, que contenian el elemento TE 07
(SEQ ID N° 9), mostraban una expresion de 3 a 3,5 veces del gen de interés y el pool de células con los elementos
TE 10 (SEQ ID N° 12), 11 (SEQ ID N° 13) o bien 12 (SEQ ID N° 14) mostraban una expresion del gen de interés de
aproximadamente el doble.

El elemento TE 08 (SEQ ID N° 19) mostraba junto con el NPT F2401 como marcador de seleccién con el factor 5 el
mayor aumento de la productividad especifica del gen de interés con respecto al pool de control sin elemento TE.
Junto con el DHFR como marcador de seleccion, el elemento TE 08 (SEQ ID N° 10) muestra un aumento aun mayor
de aprox. factor 6,0.

El elemento TE 02 (SEQ ID N° 4) provoca, ademas, en la serie de ensayos con DHFR como marcador de seleccion
un aumento de la productividad del gen de interés por un factor de 6,8.

El mayor aumento (15 veces) lo provoca el elemento 13.

De los ejemplos siguientes se observa ademas, que los pools con los elementos TE 05 (SEQ ID N° 7) y 09 (SEQ ID
N° 11) en una serie de ensayos no presentan un aumento de la expresion del gen de interés y en una serie de
ensayos mostraron inclusive una expresion menor del gen de interés que el pool control. Estos dos elementos asi
como también posiblemente fragmentos parciales en estas zonas de secuencias pueden tener bajo algunas
circunstancias un efecto de inhibicién, aunque no tiene que ser asi.

Ademas, en los siguientes ejemplos, las modificaciones relativas de la productividad especifica para los diversos
elementos TE probados pudieron ser obtenidos independientemente del sistema de vectores, es decir,
independientemente del marcador de seleccion usado o independientemente del gen de interés en cada caso.

De los siguientes ejemplos se puede ver que la modificacion de la expresion del gen marcador se correlaciona con
las modificaciones de la expresion del gen de interés.

De los ejemplos siguientes se puede observar, ademas, que ninguno de los elementos TE probados tiene un efecto
potenciador. Esto evidencia que los elementos TE sélo provocan un aumento de la expresion del gen de interés a
nivel cromosémico.

Los siguientes ejemplos evidencian ademas, que la combinacion y/o la colocacion uno después del otro de varios
elementos TE cortos iguales o diferentes, como por e;j., el elemento TE 06 y el 08 6 21, puede llevar a un efecto
aumentador de la expresion adicional.

EJEMPLOS

ABREVIATURAS
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AP: fosfatasa alcalina

Asp (=D): acido aspartico

pb: par de bases

CHO: ovario de hamster chino

DHFR: dihidrofolato reductasa

ELISA: ensayo de inmunoabsorcion unido a enzima
FACS: clasificador celular activado por fluorescencia
GFP: proteina fluorescente verde

Gly (=G): glicina

HT: hipoxantina/timidina

IgG: inmunoglobulina G

lle (=1): isoleucina

IRES: sitio interno de entrada al ribosoma
kb: kilobase

mAK: anticuerpo monoclonal

MCP-1: proteina quimioatrayente de monocitos 1
MTX: metotrexato

NPT: neomicina-fosfotransferasa

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa
Phe (=F): fenilalanina

SEAP: fosfatasa alcalina secretada

Ub: ubiquitina

UTR: region no traducida

METODOS

Cultivo celular y transfeccion

Las células CHO-DG44/dhfr” (Urlaub et al., 1983) fueron cultivados de forma permanente como células de
supension en medio CHO-S-SFMII libre de suero y suplementado con hipoxantina y timidina (HT) (Invitrogen GmbH,
Karlsruhe, DE), en frascos de cultivo celular a 37°C en atmésfera himeda y 5% de CO.. El nUmero de células asi
como también la viabilidad se determinaron con un Contador Coulter Z2 gBeckmann Coulter) o con un Cedex
(Innovatis) y las células se sembraron luego en una concentracion de 1-3 x 10°/mL y se realizaron pasajes cada 2 - 3
dias.

Para la transfeccion de CHO-DG44 se uso reactivo Lipofectamine Plus (Invitrogen). Por cada tanda de transfeccion
se mezclaron en total 1,0-1,3 uyg de ADN de plasmido, 4 pL de lipofectamina y 6 pL de reactivo Plus segun las
instrucciones del fabricante y se agregaron en un volumen de 200 pL a 6x10° células en 0,8 mL de medio CHO-S-
SFMII suplementado con HT. Después de una incubacion de tres horas a 37°C en una incubadora de células se
realizé una adicion de 2 mL de medio CHO-S-SFMII suplementado con HT. Después de un tiempo de cultivo de 48
horas, las mezclas de transfeccion se cosecharon (transfeccion transitoria) o se sometieron a una seleccion. Para la
seleccion basada en NPT se transfirieron las células 2 dias después de la transfeccién a un medio CHO-S-SFMI|
suplementado con HT con 400 ug/mL de G418 (Invitrogen). Para la seleccién basada en DHFR las células se
transfirieron 2 dias después de la transfeccion a un medio CHO-S-SFMI! libre de HT. En una seleccién basada en
DHFR y NPT en el caso de una co-transfeccion, en la cual un vector de expresidon contenia un marcador de
seleccion DHFR y el otro un marcador de seleccion NPT, se transfirieron las células 2 dias después de la
transfeccion a medio CHO-S-SFMII sin adicion de hipoxantina ni timidina y se agregd al medio ademas G418
(Invitrogen) en una concentracion de 400 pg/mL.

Una amplificacion del gen basada en DHFR del gen heterdlogo integrado se puede lograr por adicion del gen de
seleccion MTX (Sigma, Deisenhofen, DE) en una concentracion de 5 - 2000 nM a un medio CHO-S-SFMI! libre de
HT.

Vectores de expresion

Para el analisis de expresion se usaron vectores de expresion eucarioticos, que se basan en el vector pAD-CMV
(Werner et al., 1998) y que transmiten la expresion de un gen heterélogo a través de la combinacién promotor de
CMV/promotor de ubiquitina de hamster/S27a (documento WO 97/15664) o potenciador de CMV/promotor de CMV.
Mientras que el vector base pBID contiene el minigén dhfr, que sirve como marcador de seleccion amplificable (ver,
por ej., el documento EP-0-393-438), en el vector pBING se ha reemplazado el minigén dhfr por un gen NPT
modificado. Se trata aqui de la variante de NPT D227G (Asp227Gly). La clonacion de pBING con la variante de NPT
D227G asi como también de la regidon de gen IRES-GFP se realiz6 como se describié (documento WO
2004/050884). El plasmido base pTE4 contiene la variante NPT F2401 (Phe240lle) como marcador de seleccion y es
un derivado del plasmido pBING. Aparte del reemplazo de la variante de NPT D227G por la variante de NPT F240lI,
se reemplazo también el GFP por la proteina fluorescente roja DsRed2 del vector pDsRed2 (Clontech, Palo Alto, CA,
EE.UU.). El plasmido base pTE5 contiene DHFR como marcador de seleccion y es un derivado del vector pBIDG
(documento WO 2004/050884) en el cual también se reemplazé la proteina fluorescente roja DsRed2 del vector
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pDsRed2 (Clontech, Palo Alto, CA, EE.UU).

Para la expresion de un anticuerpo IgG1 humanizado monoclonal se cloné la cadena pesada como fragmento
Sall/Spel de 1,4 kb en el plasmido pBID digerido con Xbal y Sall, dando por resultado el plasmido pBID-HC (Fig. 1A).
La cadena ligera, en cambio, fue clonada como fragmento BamHI/Hindlll de 0,7 kb en los sitios de corte Bglll/Hindi
del plasmido pBING, por medio de lo cual se obtuvo el plasmido pBING-LC (Fig. 1A).

El cADN de MCP-1 humano (Yoshimura et al., 1989) fue clonado como fragmento Hindlll/EcoRI de 0,3 kb en los
sitios de corte correspondientes del vector pTE4 y/o pTE4, dando por resultado los plasmidos pTE4/MCP-1 y/o
pTE5/MCP-1 (Fig. 1B y/o Fig. 2).

FACS (clasificador de células activado por fluorescencia)

Los analisis flujocitométricos se realizaron con un BD FACScalibur (BD Bioscience). El FACS esta equipado con un
laser de helio-argén con una longitud de onda de excitacion de 488 nm. La intensidad de fluorescencia se capta a
una longitud de onda adecuada para cada proteina de fluorescencia y se procesa por medio del Software Cell Quest
Pro adjunto.

ELISA (analisis de inmunosorbente ligado a enzima)

Los titulos de MCP-1 en sobrenadantes de células CHO-DG44 transfectadas en forma transitoria fueron
cuantificados por medio de ELISA con el kit OptEIA Human MCP-1 Set segun el protocolo del fabricante (BD
Biosciences Pharmingen, Heidelberg, Alemania).

La cuantificacion del mAk de IgG1 en los sobrenadantes de células CHO-DG44 transfectados en forma estable se
realizd por medio de ELISA segun protocolos estandar (Current Protocols in Molecular Biology, Ausubel et al., 1994,
actualizado), usandose por un lado un fragmento de Fc de IgG anti-humana de cabra (Dianova, Hamburgo,
Alemania) y por el otro un anticuerpo de cadena ligera kappa anti-humano de cabra AP-conjugado (Sigma). Como
estandar servia un anticuerpo IgG1 purificado.

Las productividades (pg/célula/dia) se calcularon en tal caso con la férmula pg/((Ct-Co) t/ In (Ct-Co)), en donde Co y
Ct indican el numero de células en la siembra y/o la cosecha y t la duracién del cultivo.

Ensayo SEAP

El titulo de SEAP en los sobrenadantes de cultivo de células CHO-DG44 transfectadas de forma transitoria se
cuantificé usando el Ensayo de Gnes Informadores SEAP segun las indicaciones del protocolo del fabricante (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, DE).

EJEMPLO 1: Aislamiento y clonacién del elemento TE TE-A

Partiendo de la secuencia del genoma del hamster que se describe en el documento WO97/15664, que abarca
ademas de la region codificadora del gen de la ubiquitina/S27a, también areas adyacentes 5'UTR inclusive las del
promotor Ub/S27a, se aislaron otras areas de secuencias hasta ahora desconocidas ubicadas mas aguas arriba.
Para ello se utilizé ADN de CHO-DG44 ligado con adaptadores, como matriz para “PCRs anidadas”. La primera PCR
se realizé en combinacion con cebadores complementarios al adaptador o bien a una secuencia de hamster en la
zona 5  de la secuencia indicada en el documento WO97/15664 bajo la SEQ ID N° 5 (cebador Ub20: 5'-
CTCCACACATTTACACATGGACAC-3" (SEQ ID N° 39)); correspondiente a los nucledtidos 62 a 85 (secuencia
complementaria) de la SEQ ID N° 5 del documento WO 97/15664). A continuacion se realizé una segunda PCR con
una segunda combinacion de cebador, que se compone de un cebador interno del adaptador y un cebador interno
especifico de hamster (“anidado) (cebador Ub21:

5-GGGTTTCTCTGTGTAATAGCCATG-3'(SEQ ID N° 40); correspondiente a los nucledtidos 16 a 39 (secuencia
complementaria) de la SEQ ID N° 5 del documento WO97/15664). Los fragmentos ADN superpuestos resultantes,
que se iniciaron en el extremo del cebador especifico de hamster con una secuencia conocida y luego pasaron a
nuevas zonas de secuencia desconocidas ubicadas aguas arriba, fueron subclonadas en vectores pCR2.1 TOPO
(Invitrogen) y analizadas mediante secuenciamiento. En total se obtuvieron 348 pb de una nueva secuencia hasta
ahora desconocida aguas arriba del gen Ub/S27a de hamster.

Sobre la base de esta nueva informacién de secuencia, se aisld un sector de ADN que se ubicaba mas aguas arriba,
mediante la antes descrita “PCR anidada". Esta vez se ubicé la primera PCR con un cebador del adaptador y el
cebador Ub33 5-ATCTCACTGTGTCTACCAACTTAG-3" (SEQ ID N° 41); en el sector 5° de la nueva secuencia
aislada de 384 pb; correspondiente a los nucledtidos 1268 — 1291 (secuencia complementaria) de la SEQ ID N°. 1) y
la segunda PCR con un cebador interno del adaptador y un cebador interno especifico de hamster Ub32a (5°-
TCTGCACCACCACTACCTGACT-3" (SEQ ID N° 42); ubicado aguas arriba del cebador Ub33 dentro de la nueva
secuencia aislada de 384 pb; correspondiente a los nucledtidos 1243 — 1264 (secuencia complementaria) de la SEQ
ID N° 1). El amplificado resultante fue subclonado en el vector pCR2.1 TOPO (Invitrogen) y se secuencio.
Comprendia otros 1239 pb de una nueva secuencia hasta ahora desconocida, ubicada aguas arriba del gen
Ub/S27a de hamster.
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La informacion obtenida de los fragmentos PCR superpuestos se aproveché para amplificar via PCR utilizando el
cebador
a) Ub34 (5-CTAAGAGTACTTGCCATGAGAGCCTGAA-3" (SEQ ID N° 43); localizado en el extremo
final 5 de la nueva secuencia de 1239 pb aislada; contenida tan sélo parcialmente en la SEQ ID
N° 1 (nucledtidos 1 a 14))
y
b) Ub35 (5-CATTGATACACCACCAAAGAACTTG-3" (SEQ ID N° 44);
correspondiente a los nucledtidos 1941 a 1965 (secuencia complementaria) de la SEQ ID N° 1)
una zona de la secuencia relacionada del ADN genémico de CHO-DG44, que comprendia todos los fragmentos
parciales aislados hasta el momento y se introducia 383 pb dentro de la zona de secuencia 5° de la SEQ ID N° 5 del
documento WO 97/15664. El fragmento de ADN de 2 kb resultante se ligd con el sector 5" UTR de la secuencia ID
N° 5 que se describio en el documento WO 97/15664, a través de la interfase EcoRI (posicién 353 — 358), pero
donde esta interfase fue eliminada mediante una reaccién de rellenado con la ADN polimerasa de Klenow. Se
eliminé del mismo modo una segunda interfase endégena EcoRI en el nuevo sector gendmico aislado, de lo que
resultaron los nucleétidos adicionales 326 a 329 de la SEQ ID N° 1 respecto de la secuencia gendmica originaria. En
total se incorporaron de este modo en la SEQ ID N° 1, 8 nucledtidos adicionales en comparacién con la secuencia
enddégena de hamster. El fragmento de ADN resultante de 3788 pb de tamafio de una zona de la secuencia ubicada
aguas arriba del gen Ub/S27a de hamster, se denominé elemento TE A con la secuencia ID N° 1 y se subcloné
dentro del vector pBluescript SKM (Stratagene, La Jolla, CA).

EJEMPLO 2: Generacion de diversos vectores de expresion TE

Partiendo del elemento TE TE-A de 3,8 kb de tamafo (Fig. 3, secuencia ID N° 1) se generaron desde el genoma de
CHO, mediante PCR, diversos fragmentos, que en comparacion con el elemento TE TE-A presentaron deleciones en
el extremo 5" o en el extremo 3'(Fig. 4 y Fig. 5). Para la sintesis de estos fragmentos se utilizaron en cada caso
combinaciones de cebadores directos y reversos (Fig. 5 y Fig.6). A los efectos de clonacion se agregé mediante el
cebador en cada caso en el extremo 5’ de la porcién, una interfase BamHI y en el extremo 3’ una interfase BsrGl. De
ese modo se generaron 12 elementos TE de diferente longitud con la denominacién TE-01 a TE-12 (Fig. 4 y 5).
Después de la digestion con BsrGl y BamHI, éstos se clonaron en cada caso en orientacion directa dentro de la
region de adaptacion de los plasmidos base pTE4/MCP-1 (Fig. 1B) o bien pTE5/MCP-1 (Fig. 2).

El fragmento TE-00 (SEQ ID N° 2) se aislo a través de digestion de la enzima de restriccion Sacll a partir de un
subclon de TE-A y se clond tanto en orientacion directa, como también en orientacion inversa a través de la interfase
Spel ubicada 5" del elemento promotor/potenciador dentro de los vectores base pBING-LC (Fig. 1A) o bien pBID-HC
(Fig. 1A).

Secuencias de los elementos TE

TE-A (SECUENCIA ID N° 1)
ccatgagagcctgaagacctgagttgatacccagaacccagatcaagatggaggagagaaccagccccactaagctgtcccctgacccccataaatgccteect
gtccagttatgccacacaatgataggtgaatacagaaaaacacccttcctttagacactaagcggattcctcttacgcataccagttaagtgatagttcttaggcttcaac
tcagcactttaaaaagtttatattttgcaatgctggggactaaattagggttgtgcacatgctaagtaagcactctacttttgtatcacattttaataattgtaagaattaattcgt
gaaatagtagctgagacaatagatttgtttctttcatgtgggaactgctgtgtgtgcticttgctgatgcaaacaaggtcaaatactttattccccagtgtctgcctagecctgt
aacacttctctattatacaatgaccacaaataattaggtgagtggagttttgtttcattttaaattgttgctattttagagacaggatttctigcaaacctggttggtcttaaactcc
gtatgtagctgagaatgaccttgaaaaccttcctgtcccacccctcaaattccagaattatagacacccaccacatggcttaataagtaaacaacaacaataaaagce
atgacttctgggtctggagggagggcttgccagttaagagcaatggatactttcccatagaacctgggtttgactcccagcactaacctacatggtgatagtgatgcag
cagacatacatgagggcaacacacacatgggcacatacacacgcacccgcccaccatggcttticccccatcacttagacagccatatttaaacgtagtggageca
ggctggggtggtggceccacacctttaatcccagcactccagaaggcagaggtaggceggatctctgtgggtttgagaccagcectggtctacaagagctagttccagga
cagcctccaaagccatagagaaaccctatctcaaaaaactgaaacaacaacaacaacaaaacaaaataaaaaaacaacaaaagaatcttagtggttcagtggt
tccacacacaggaaagtagaaagggccttgatgggaaggttttcagagggaggagtatggatgagacaggatgatagtgaaaagaactcaaattaattaaatattt
gaaactatctaagaataaaagctaaaatatttaaaattacagtcaggtagtggtggtgcagagggctaagttggtagacacagtgagatccaggccagccagggct
acctagtgagaccttgticaaataactaataaaatatacaaaataaaggagacaccacaataattttgaaatgtaaaagactaaatttaccttttatattgatgagttgga
taaaaaaatcaatttaccagagaacataaagtagtcccatcaaagacaaaagcaatatatgattaaactctaatttaaaagtttgttagagcctggcaacgtggcaca
tacctttaatcccagcaccagggagacagaggccatcctggtctaaaaagtgatctccaggacagcecatggctattacacagagaaaccctgtctggaaaaacaa
aaaattagtgtccatgtgtaaatgtgtggagtatgcttgtcatgccacatacagaggtagagggcagtttatgggagtcagttcctattcttcctttatgggggacctgggg
actgaactcaggtcatcaggcttggcagaaagtgcattagctcacggagccttatcattggcgaaagctctctcaagtagaaaatcaatgtgtttgctcatagtgcaatc
attatgtttcgagaggggaagggtacaatcgttggggcatgtgtggtcacatctgaatagcagtagctccctaggagaattaattccaagttctttggtggtgtatcaatge
ccttaaaggggtcaacaactttttttccctctgacaaaactatcttcttatgtccttgtccctcatatttgaagtattttattctttgcagtgttgaatatcaattctagcacctcaga
catgttaggtaagtaccctacaactcaggttaactaatttaatttaactaatttaaccccaacactttttctttgtttatccacattigtggagtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgt
gtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgcgcgcgegegegegetecggatcattctaccttttgtttaaaaaatgttagtccaggggtggggtgcactgtgaaagt
ctgagggtaacttgctggggtcagttctttccactataggacagaactccaggtgtcaactctttactgacagaaccatccaaatagccctatctaattttagttttttatttatt
tattttttgtttttcgagacagggtttctctgtggctttggaggctgtcctggaactagctcettigtagaccaggcetggtctcgaactcagagatccacctgcectetgectectga
gtgctgggattaaaggcatgcgccaccaacgcttggctctacctaattttaaaagagattgtgtgtcacaagggtgtcatgtcgecctgcaaccaccccccccccaaa
aaaaaaaaaaaaaaaacttcactgaagctgaagcacgatgatttggttactctggctggccaatgagctctagggagtctectgtcaaacagaatctcaacaggeg
cagcagtcttttttaaagtggggttacaacacaggtttttgcatatcaggcattttatctaagctatticccagccaaaaatgtgtattttggaggcagcagagctaatagatt
aaaatgagggaagagcccacacaggttattaggaagataagcatcttctttatataaaacaaaaccaaaccaaactggaggaggtctacctttagggatggaaga

31



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2401 654 T3

aaagacatttagagggtgcaatagaaagggcactgagtttgtgaggtggaggactgggagagggcgcaaccgctttaactgtcctgttttgcctattttttggggacag
cacatgttcctatttttcccaggatgggcaatctccacgtccaaacttgcggtcgaggactacagtcattttgcaggtttccttactgtatggcttttaaaacgtgcaaaggtg
accattaaccgtttcacgctgggagggcacgtgcggctcagatgcttcctctgactgagggccaggagggggctacacggaagaggcecacacccgeacttggga
agactcgatttgggcttcagctggctgagacgccccagcaggctcectcggctacaccttcagccccgaatgcectticcggeccataaccctteecttctaggcatttcegg
cgaggacccaccctcgcgccaaacattcggccccatcccceggtectcacctgaatctctaactctgactccagagttitagagactataaccagatagccecggatgt
gtggaactgcatcttgggacgagtagttttagcaaaaagaaagcgacgaaaaactacaattcccagacagacttgtgttacctctcttctcatgctaaacaagcccect
ttaaaggaaagcccctcttagtcgcatcgactgtgtaagaaaggcegtttgaaacattttaatgttgggcacaccgtttcgaggaccgaaatgagaaagagcataggg
aaacggagcgcccgagctagtctggcactgcgttagacagecgegg

ELEMENTO TE 00 (SECUENCIA ID N° 2)
gatctccaggacagccatggctattacacagagaaaccctgtctggaaaaacaaaaaattagtgtccatgtgtaaatgtgtggagtatgcttgtcatgccacatacag
aggtagagggcagtttatgggagtcagttcctattcttcctttatgggggacctggggactgaactcaggtcatcaggcttggcagaaagtgcattagctcacggagcect
tatcattggcgaaagctctctcaagtagaaaatcaatgtgtttgctcatagtgcaatcattatgtttcgagaggggaagggtacaatcgttggggcatgtgtggtcacatct
gaatagcagtagctccctaggagaattaattccaagttcttiggtggtgtatcaatgcccttaaaggggtcaacaactttttttccctctgacaaaactatcttcttatgtcctt
gtccctcatatttgaagtattttattctttgcagtgttgaatatcaattctagcacctcagacatgttaggtaagtaccctacaactcaggttaactaatttaatttaactaatttaa
ccccaacactttttctttgtttatccacatttgtggagtgtgtgtgtgtgtotgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgcgegegegegegegetcgg
atcattctaccttttgtttaaaaaatgttagtccaggggtggggtgcactgtgaaagtctgagggtaacttgctggggtcagttctttccactataggacagaactccaggt
gtcaactctttactgacagaaccatccaaatagccctatctaattttagttttttatttatttattttttgtttttcgagacagggtttctctgtggcetttggaggcetgtcctggaactag
ctcttgtagaccaggctggtctcgaactcagagatccacctgcctctgcctcctgagtgctgggattaaaggcatgcgccaccaacgcttggcetctacctaattttaaaa
gagattgtgtgtcacaagggtgtcatgtcgccctgcaaccaccccccccccaaaaaaaaaaaaaaaaaaacttcactgaagctgaagcacgatgatttggttactct
ggctggccaatgagctctagggagtctcctgtcaaacagaatctcaacaggcgcagcagtcttttttaaagtggggttacaacacaggtttttgcatatcaggcattttat
ctaagctatttcccagccaaaaatgtgtattttggaggcagcagagctaatagattaaaatgagggaagagcccacacaggttattaggaagataagcatcttctttat
ataaaacaaaaccaaaccaaactggaggaggtctacctttagggatggaagaaaagacatttagagggtgcaatagaaagggcactgagtttgtgaggtggagg
actgggagagggcgcaaccgctttaactgtcctgttttgcctattttttggggacagcacatgttcctatttttcccaggatgggcaatctccacgtccaaacttgeggtcga
ggactacagtcattttgcaggtttccttactgtatggcttttaaaacgtgcaaaggtgaccattaaccgtttcacgctgggagggcacgtgcggctcagatgcttcctctga
ctgagggccaggagggggctacacggaagaggccacacccgcacttgggaagactcgatttgggcttcagctggctgagacgccccagcaggcetcctecggctac
accttcagccccgaatgcecttccggeccataacccttcecttctaggcatttccggecgaggacccaccctcgecgecaaacattcggecccatceccececggtectcacctg
aatctctaactctgactccagagtttagagactataaccagatagcccggatgtgtggaactgcatctigggacgagtagttttagcaaaaagaaagcgacgaaaaa
ctacaattcccagacagacttgtgttacctctcttctcatgctaaacaagccccctttaaaggaaagcccctcttagtcgcatcgactgtgtaagaaaggcgtttgaaaca
ttttaatgttgggcacaccgtttcgaggaccgaaatgagaaagagcatagggaaacggagcgcccgagctagtctggcactgcgttagacagcecgegg

ELEMENTO TE 01 (SECUENCIA ID N° 3)
gttgctattttagagacaggatttcttgcaaacctggttggtcttaaactccgtatgtagctgagaatgaccttgaaaaccttcctgtcccacccctcaaattccagaattata
gacacccaccacatggcttaataagtaaacaacaacaataaaagcatgacttctgggtctggagggagggcttgccagttaagagcaatggatactttcccataga
acctgggtttgactcccagcactaacctacatggtgatagtgatgcagcagacatacatgagggcaacacacacatgggcacatacacacgcacccgcccaccat
ggcttttcccccatcacttagacagccatatttaaacgtagtggagccaggetggggtggtggceccacacctttaatcccagcactccagaaggcagaggtaggegg
atctctgtgggtttgagaccagcctggtctacaagagctagticcaggacagcctccaaagccatagagaaaccctatctcaaaaaactgaaacaacaacaacaa
caaaacaaaataaaaaaacaacaaaagaatcttagtggttcagtggttccacacacaggaaagtagaaagggccttgatgggaaggttttcagagggaggagta
tggatgagacaggatgatagtgaaaagaactcaaattaattaaatatttgaaactatctaagaataaaagctaaaatatttaaaattacagtcaggtagtggtggtgca
gagggctaagttggtagacacagtgagatccaggccagccagggctacctagtgagaccttgttcaaataactaataaaatatacaaaataaaggagacaccaca
ataattttgaaatgtaaaagactaaatttaccttttatatigatgagttggataaaaaaatcaatttaccagagaacataaagtagtcccatcaaagacaaaagcaatat
atgattaaactctaatttaaaagtttgttagagcctggcaacgtggcacatacctttaatcccagcaccagggagacagaggccatcctggtctaaaaagtgatctcca
ggacagccatggctattacacagagaaaccctgtctggaaaaacaaaaaattagtgtccatgtgtaaatgtgtggagtatgcttgtcatgccacatacagaggtaga
gggcagtttatgggagtcagttcctattcttcctttatgggggacctggggactgaactcaggtcatcaggcttggcagaaagtgcattagctcacggagccttatcattg
gcgaaagctctctcaagtagaaaatcaatgtgtttgctcatagtgcaatcattatgtttcgagaggggaagggtacaatcgttggggcatgtgtggtcacatctgaatag
cagtagctccctaggagaattaattccaagttctttggtggtgtatcaatgcccttaaaggggtcaacaactttttttccctctgacaaaactatcttcttatgtccttgtcecte
atatttgaagtattttattctttgcagtgttgaatatcaattctagcacctcagacatgttaggtaagtaccctacaactcaggttaactaatttaatttaactaatttaaccccaa
cactttttctttgtttatccacatttgtggagtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgcgcgegegegegegcetcggateattcet
accttttgtttaaaaaatgttagtccaggggtggggtgcactgtgaaagtctgagggtaacttgctggggtcagttctticcactataggacagaactccaggtgtcaactc
tttactgacagaaccatccaaatagccctatctaattttagttttttatttatttatttttigtttttcgagacagggtttctctgtggcettiggaggcetgtcctggaactagctcttgtag
accaggctggtctcgaactcagagatccacctgcectetgectectgagtgctgggattaaaggcatgcgecaccaacgcttggctctacctaattttaaaagagattgtg
tgtcacaagggtgtcatgtcgccctgcaaccaccccccccccaaaaaaaaaaaaaaaaaaacttcactgaagctgaagcacgatgatttggttactctggetggec
aatgagctctagggagtctcctgtcaaacagaatctcaacaggcgcagcagtcttttttaaagtggggttacaacacaggttittgcatatcaggcattttatctaagctatt
tcccagccaaaaatgtgtattttggaggcagcagagctaatagattaaaatgagggaagagcccacacaggttattaggaagataagcatcttctttatataaaacaa
aaccaaaccaaactggaggaggtctacctttagggatggaagaaaagacatttagagggtgcaatagaaagggcactgagtttgtgaggtggaggactgggaga
gggcgcaaccgctttaactgtcctgttttgectattttttggggacagcacatgttcctatttttcccaggatgggcaatctccacgtccaaacttgecggtcgaggactacag
tcattttgcaggtttccttactgtatggcttttaaaacgtgcaaaggtgaccattaaccgtttcacgctgggagggcacgtgcggctcagatgcettcctctgactgagggec
aggagggggctacacggaagaggccacacccgcacttgggaagactcgatttgggcttcagetggctgagacgccccagcaggctcectcggctacaccttcage
cccgaatgcecttccggceccataacccttcecttctaggceatticcggcgaggacccaccctcgegccaaacattcggcecccatccececcggtectcacctgaatctctaa
ctctgactccagagtttagagactataaccagatag

ELEMENTO TE 02 (SECUENCIA ID N° 4)

caaagccatagagaaaccctatctcaaaaaactgaaacaacaacaacaacaaaacaaaataaaaaaacaacaaaagaatcttagtggttcagtggttccacac
acaggaaagtagaaagggccttgatgggaaggttttcagagggaggagtatggatgagacaggatgatagtgaaaagaactcaaattaattaaatatttgaaacta
tctaagaataaaagctaaaatatttaaaattacagtcaggtagtggtggtgcagagggctaagttiggtagacacagtgagatccaggccagccagggctacctagtg
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agaccttgttcaaataactaataaaatatacaaaataaaggagacaccacaataattttgaaatgtaaaagactaaatttaccttttatattgatgagttggataaaaaa
atcaatttaccagagaacataaagtagtcccatcaaagacaaaagcaatatatgattaaactctaatttaaaagtttgttagagcctggcaacgtggcacataccttta
atcccagcaccagggagacagaggccatcctggtctaaaaagtgatctccaggacagccatggctattacacagagaaaccctgtctggaaaaacaaaaaatta
gtgtccatgtgtaaatgtgtggagtatgcttgtcatgccacatacagaggtagagggcagtttatgggagtcagttcctattcttcctttatgggggacctggggactgaac
tcaggtcatcaggcttggcagaaagtgcattagctcacggagccttatcattggcgaaagctctctcaagtagaaaatcaatgtgtttgctcatagtgcaatcattatgttt
cgagaggggaagggtacaatcgttggggcatgtgtggtcacatctgaatagcagtagctccctaggagaattaattccaagttctttggtggtgtatcaatgeccttaaa
ggggtcaacaactttttticcctctgacaaaactatcttcttatgtccttgtccctcatattigaagtattttattcttigcagtgtigaatatcaattctagcacctcagacatgttag
gtaagtaccctacaactcaggttaactaatttaatttaactaatttaaccccaacacttttictttgtttatccacatttgtggagtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtg
tgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgcgcgecgegegegegceteggateattetacctttigtitaaaaaatgttagtccaggggtggggtgcactgtgaaagtetgagggt
aacttgctggggtcagttctttccactataggacagaactccaggtgtcaactctttactgacagaaccatccaaatagccctatctaattttagttttttatttatttattttttgttt
ttcgagacagggtttctctgtggctttggaggcetgtcctggaactagcetcttgtagaccaggctggtctcgaactcagagatccacctgectctgectcctgagtgetggg
attaaaggcatgcgccaccaacgcttggctctacctaattttaaaagagattgtgtgtcacaagggtgtcatgtcgccctgcaaccaccccccccccaaaaaaaaaa
aaaaaaaaacttcactgaagctgaagcacgatgatttggttactctggctggccaatgagctctagggagtctcctgtcaaacagaatctcaacaggcgcagcagtc
ttttttaaagtggggttacaacacaggtttttgcatatcaggcattttatctaagctatttcccagccaaaaatgtgtattttggaggcagcagagctaatagattaaaatgag
ggaagagcccacacaggttattaggaagataagcatcttctttatataaaacaaaaccaaaccaaactggaggaggtctacctitagggatggaagaaaagacatt
tagagggtgcaatagaaagggcactgagtttgtgaggtggaggactgggagagggcgcaaccgctttaactgtcctgttttgcctattttttggggacagcacatgttcc
tatttttcccaggatgggcaatctccacgtccaaacttgcggtcgaggactacagtcattttgcaggtttccttactgtatggcttttaaaacgtgcaaaggtgaccattaac
cgtttcacgctgggagggcacgtgcggctcagatgcttcctctgactgagggccaggagggggcetacacggaagaggcecacacccgceacttgggaagactcgatt
tgggcttcagctggctgagacgccccagcaggctectecggcetacaccttcagecccecgaatgecticcggeccataacccetteecttctaggceatticcggcgaggace
caccctcgcgccaaacattcggccccatccceccggtectcacctgaatctctaactctgactccagagtttagagactataaccagatag

ELEMENTO TE 03 (SECUENCIA ID N° 5)
acctttaatcccagcaccagggagacagaggccatcctggtctaaaaagtgatctccaggacagccatggctattacacagagaaaccctgtctggaaaaacaaa
aaattagtgtccatgtgtaaatgtgtggagtatgcttgtcatgccacatacagaggtagagggcagtttatgggagtcagttcctattcttcctttatgggggacctgggga
ctgaactcaggtcatcaggcttggcagaaagtgcattagctcacggagccttatcattggcgaaagctctctcaagtagaaaatcaatgtgtttgctcatagtgcaatca
ttatgtttcgagaggggaagggtacaatcgttggggcatgtgtggtcacatctgaatagcagtagctccctaggagaattaattccaagttctttggtggtgtatcaatgcc
cttaaaggggtcaacaactttttticcctctgacaaaactatcttcttatgtccttgtccctcatatttgaagtattttattctttgcagtgttgaatatcaattctagcacctcagac
atgttaggtaagtaccctacaactcaggttaactaatttaatttaactaatttaaccccaacactttttctttgtttatccacatttgtggagtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgt
gtgtgtgtgtgtgtgtgtgtatgtgtgtgtgtgtgcgcgecgegegegegctecggatcattctacctttigtitaaaaaatgttagtccaggggtggggtgcactgtgaaagtct
gagggtaacttgctggggtcagttctttccactataggacagaactccaggtgtcaactctttactgacagaaccatccaaatagccctatctaattttagttttttatttattta
ttttttgtttttcgagacagggtttctctgtggcettiggaggcetgtectggaactagcetcttgtagaccaggcetggtctcgaactcagagatccacctgcectetgectectgagt
gctgggattaaaggcatgcgccaccaacgcttggctctacctaattttaaaagagattgtgtgtcacaagggtgtcatgtcgecctgcaaccaccccccccccaaaaa
aaaaaaaaaaaaaacttcactgaagctgaagcacgatgatttggttactctggctggccaatgagctctagggagtctcctgtcaaacagaatctcaacaggegea
gcagtcttttttaaagtggggttacaacacaggttttigcatatcaggcattttatctaagctatticccagccaaaaatgtgtattttggaggcagcagagctaatagattaa
aatgagggaagagcccacacaggttattaggaagataagcatcttctttatataaaacaaaaccaaaccaaactggaggaggtctacctttagggatggaagaaa
agacatttagagggtgcaatagaaagggcactgagtttgtgaggtggaggactgggagagggcgcaaccgctttaactgtcctgttttgcctattttttggggacagca
catgttcctatttttcccaggatgggcaatctccacgtccaaacttgcggtcgaggactacagtcattttgcaggtttccttactgtatggcttttaaaacgtgcaaaggtgac
cattaaccgtttcacgctgggagggcacgtgcggctcagatgcttcctctgactgagggccaggagggggctacacggaagaggccacacccgcacttgggaag
actcgatttgggcttcagctggctgagacgccccagcaggctectcggctacacctticageccccgaatgecttccggcccataaccctteccttctaggceatttccggeg
aggacccaccctcgcgccaaacattcggcecccatccecceggtectcacctgaatctctaactctgactccagagtttagagactataaccagatag

ELEMENTO TE 04 (SECUENCIA ID N° 6)
ctatcttcttatgtccttgtccctcatatttgaagtattttattctttgcagtgttgaatatcaattctagcacctcagacatgttaggtaagtaccctacaactcaggttaactaatt
taatttaactaatttaaccccaacactttttctttgtttatccacatttgtggagtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgcgege
gcgcgcegcegctcggatcattctaccttttgtttaaaaaatgttagtccaggggtggggtgcactgtgaaagtctgagggtaacttgctggggtcagttctttccactatagg
acagaactccaggtgtcaactctttactgacagaaccatccaaatagccctatctaattttagttttttatttatttatttttigttittcgagacagggtttctctgtggcetttggagg
ctgtcctggaactagctcttgtagaccaggctggtctcgaactcagagatccacctgcctctgcctcctgagtgctgggattaaaggcatgegccaccaacgcettggct
ctacctaattttaaaagagattgtgtgtcacaagggtgtcatgtcgccctgcaaccaccccccccccaaaaaaaaaaaaaaaaaaacttcactgaagcetgaagcac
gatgatttggttactctggctggccaatgagctctagggagtctcctgtcaaacagaatctcaacaggcgcagcagtcttttttaaagtggggttacaacacaggtttttge
atatcaggcattttatctaagctatttcccagccaaaaatgtgtattttggaggcagcagagctaatagattaaaatgagggaagagcccacacaggttattaggaaga
taagcatcttctttatataaaacaaaaccaaaccaaactggaggaggtctacctttagggatggaagaaaagacatttagagggtgcaatagaaagggcactgagtt
tgtgaggtggaggactgggagagggcgcaaccgctttaactgtcctgttttgectattttttggggacagcacatgttcctatttttcccaggatgggcaatctccacgtcca
aacttgcggtcgaggactacagtcattttgcaggtttccttactgtatggcttttaaaacgtgcaaaggtgaccattaaccgtticacgctgggagggcacgtgcggctca
gatgcttcctctgactgagggccaggagggggctacacggaagaggccacacccgcacttgggaagactcgatttgggcttcagetggctgagacgecccagea
ggctccteggctacaccttcagccccgaatgcecttccggeccataacccetteecttctaggcatttccggcgaggacccaccctcgegccaaacattcggecccatece
ccggtcctcacctgaatctctaactctgactccagagtttagagactataaccagatag

ELEMENTO TE 05 (SECUENCIA ID N° 7)

caggctggtctcgaactcagagatccacctgcctctgectcectgagtgctgggattaaaggcatgcgecaccaacgcttggcetctacctaattttaaaagagattgtgtg
tcacaagggtgtcatgtcgccctgcaaccaccccccccccaaaaaaaaaaaaaaaaaaacttcactgaagctgaagcacgatgatttggttactctggetggecaa
tgagctctagggagtctcctgtcaaacagaatctcaacaggcgcagcagtctttittaaagtggggttacaacacaggtttttgcatatcaggcattttatctaagctatttc
ccagccaaaaatgtgtattttggaggcagcagagctaatagattaaaatgagggaagagcccacacaggttattaggaagataagcatcttctttatataaaacaaa
accaaaccaaactggaggaggtctacctttagggatggaagaaaagacatttagagggtgcaatagaaagggcactgagtttgtgaggtggaggactgggagag
ggcgcaaccgctttaactgtcctgttttgectattttttggggacagcacatgttcctatttttcccaggatgggcaatctccacgtccaaacttgecggtcgaggactacagte
attttgcaggtttccttactgtatggcttttaaaacgtgcaaaggtgaccattaaccgtttcacgctgggagggcacgtgcggctcagatgcttcctctgactgagggcecag
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gagggggctacacggaagaggccacacccgcacttgggaagactcgatttgggcttcagctggctgagacgccccagcaggctcectcggctacaccttcageccce
gaatgccttccggceccataacccttcecttctaggcatticcggcgaggacccaccctcgegccaaacattcggecccatcccecggtectcacctgaatctctaactct
gactccagagtttagagactataaccagatag

ELEMENTO TE 06 (SECUENCIA ID N° 8)
Cttgcggtcgaggactacagtcattttgcaggtttccttactgtatggcttttaaaacgtgcaaaggtgaccattaaccgtttcacgctgggagggcacgtgcggcetcaga
tgcttcctetgactgagggccaggagggggcetacacggaagaggcecacacccgcacttgggaagactcgatttgggcettcagetggctgagacgccccagcaggce
tccteggcetacaccttcagccccgaatgecttccggeccataaccctteccttctaggcatttccggcgaggacccaccctcgegccaaacattcggecccatcccecg
gtcctcacctgaatctctaactctgactccagagtttagcgactataaccagatag

ELEMENTO TE 07 (SECUENCIA ID N° 9)
Gccetgaagaccigagttgatacccagaacccagatcaagatggaggagagaaccagccccactaagctgtccecctgacccccataaatgcectcectgtccagttat
gccacacaatgataggtgaatacagaaaaacacccttcctttagacactaagcggattcctcttacgcataccagttaagtgatagttcttaggcttcaactcagcacttt
aaaaagtttatattttgcaatgctggggactaaattagggttgtgcacatgctaagtaagcactctacttttgtatcacattttaataattgtaagaattaattcgtgaaatagt
agctgagacaatagatttgtttctttcatgtgggaactgctgtgtgtgcttcttgctgatgcaaacaaggtcaaatactttattccccagtgtctgectagccctgtaacacttct
ctattatacaatgaccacaaataattaggtgagtgggttttgtttcattttaaattgttgctattttagagacaggatttc

ELEMENTO TE 08 (SECUENCIA ID N° 10)
Gcctgaagacctgagttgatacccagaacccagatcaagatggaggagagaaccagccccactaagctgtccecctgacccccataaatgcectcectgtccagttat
gccacacaatgataggtgaatacagaaaaacacccttcctttagacactaagcggattcctcttacgcataccagttaagtgatagttcttaggcttcaactcagcacttt
aaaaagtttatattttgcaatgctggggactaaattagggttgtgcacatgctaagtaagcactctacttttgtatcacattttaataattgtaagaattaattcgtgaaatagt
agctgagacaatagatttgtttctttcatgtgggaactgctgtgtgtgcttcttgctgatgcaaacaaggtcaaatactttattccccagtgtctgectagccctgtaacacttct
ctattatacaatgaccacaaataattaggtgagtgggttttgtttcattttaaattgttgctattttagagacaggatttctigcaaacctggttggtcttaaactccgtatgtagct
gagaatgaccttgaaaaccttcctgtcccacccctcaaatticcagaattatagacacccaccacatggcttaataagtaaacaacaacaataaaagcatgacttctg
ggtctggagggagggcttgccagttaagagcaatggatacttticccatagaacctgggtttgactcccagcactaacctacatggtgatagtgatgcagcagacatac
atgagggcaacacacacatgggcacatacacacgcacccgcccaccatggcttticccccatcacttagacagccatatttaaacgtagtggagccaggcetggggt
ggtggcccacacctttaatcccagcactccagaaggcagaggtaggcggatctctgtgggtttgagaccagectggtctacaagagctagttccaggacagcectcca
aagccatagagaaaccctatc

ELEMENTO TE 09 (SECUENCIA ID N° 11)
gcctgaagacctgagttgatacccagaacccagatcaagatggaggagagaaccagccccactaagctgtcccctgacccccataaatgecteectgtccagttat
gccacacaatgataggtgaatacagaaaaacacccttcctttagacactaagcggattcctcttacgcataccagttaagtgatagttcttaggcttcaactcagcacttt
aaaaagtttatattttgcaatgctggggactaaattagggttgtgcacatgctaagtaagcactctacttttgtatcacattttaataattgtaagaattaattcgtgaaatagt
agctgagacaatagatttgtttctttcatgtgggaactgctgtgtgtgcttcttgctgatgcaaacaaggtcaaatactttattccccagtgtctgectagccctgtaacacttct
ctattatacaatgaccacaaataattaggtgagtggagttttgtttcattttaaattgttgctattttagagacaggatttctigcaaacctggttggtcttaaactccgtatgtagct
gagaatgaccttgaaaaccttcctgtcccacccctcaaattccagaattatagacacccaccacatggcttaataagtaaacaacaacaataaaagcatgacttctg
ggtctggagggagggcttgccagttaagagcaatggatactttcccatagaacctgggtttgactcccagcactaacctacatggtgatagtgatgcagcagacatac
atgagggcaacacacacatgggcacatacacacgcacccgcccaccatggcttticccccatcacttagacagccatatttaaacgtagtggagccaggcetggggt
ggtggcccacacctttaatcccagcactccagaaggcagaggtaggcggatctctgtgggtttgagaccagcectggtctacaagagctagttccaggacagcectcca
aagccatagagaaaccctatctcaaaaaactgaaacaacaacaacaacaaaacaaaataaaaaaacaacaaaagaatcttagtggttcagtggttccacacac
aggaaagtagaaagggccttgatgggaaggttttcagagggaggagtatggatgagacaggatgatagtgaaaagaactcaaattaattaaatatttgaaactatct
aagaataaaagctaaaatatttaaaattacagtcaggtagtggtggtgcagagggctaagttggtagacacagtgagatccaggccagccagggctacctagtgag
accttgttcaaataactaataaaatatacaaaataaaggagacaccacaataattttgaaatgtaaaagactaaatttaccttttatattgatgagttggataaaaaaatc
aatttaccagagaacataaagtagtcccatcaaagacaaaagcaatatatgattaaactctaatttaaaagtttgttagagcctggcaacgtggcacatacctttaatcc
cagcaccagg

ELEMENTO TE 10 (SECUENCIA ID N° 12)
gcctgaagacctgagttgatacccagaacccagatcaagatggaggagagaaccagccccactaagctgtcccctgacccccataaatgecteectgtccagttat
gccacacaatgataggtgaatacagaaaaacacccttcctttagacactaagcggattcctcttacgcataccagttaagtgatagttcttaggcttcaactcagcacttt
aaaaagtttatattttgcaatgctggggactaaattagggttgtgcacatgctaagtaagcactctacttttgtatcacattttaataattgtaagaattaattcgtgaaatagt
agctgagacaatagatttgtttctttcatgtgggaactgctgtgtgtgcttcttgctgatgcaaacaaggtcaaatactttattccccagtgtctgectagccctgtaacacttct
ctattatacaatgaccacaaataattaggtgagtgggttttgtttcattttaaattgttgctattttagagacaggatttctigcaaacctggttggtcttaaactccgtatgtagct
gagaatgaccttgaaaaccttcctgtcccacccctcaaattccagaattatagacacccaccacatggcttaataagtaaacaacaacaataaaagcatgacttctg
ggtctggagggagggcttgccagttaagagcaatggatactttcccatagaacctgggtttgactcccagcactaacctacatggtgatagtgatgcagcagacatac
atgagggcaacacacacatgggcacatacacacgcacccgcccaccatggcttttcccccatcacttagacagccatatttaaacgtagtggagccaggcetggggt
ggtggcccacacctttaatcccagcactccagaaggcagaggtaggcggatctctgtgggtttgagaccagcectggtctacaagagctagttccaggacagcectcca
aagccatagagaaaccctatctcaaaaaactgaaacaacaacaacaacaaaacaaaataaaaaaacaacaaaagaatcttagtggttcagtggttccacacac
aggaaagtagaaagggccttgatgggaaggttttcagagggaggagtatggatgagacaggatgatagtgaaaagaactcaaattaattaaatatttgaaactatct
aagaataaaagctaaaatatttaaaattacagtcaggtagtggtggtgcagagggctaagttggtagacacagtgagatccaggccagccagggctacctagtgag
accttgttcaaataactaataaaatatacaaaataaaggagacaccacaataattttgaaatgtaaaagactaaatttaccttttatattgatgagttggataaaaaaatc
aatttaccagagaacataaagtagtcccatcaaagacaaaagcaatatatgattaaactctaatttaaaagtttgttagagcctggcaacgtggcacatacctttaatcc
cagcaccagggagacagaggccatcctggtctaaaaagtgatctccaggacagccatggctattacacagagaaaccctgtctggaaaaacaaaaaattagtgt
ccatgtgtaaatgtgtggagtatgcttgtcatgccacatacagaggtagagggcagtttatgggagtcagttcctattcttcctttatgggggacctggggactgaactca
ggtcatcaggcttggcagaaagtgcattagctcacggagccttatcatiggcgaaagctctctcaagtagaaaatcaatgtgtttgctcatagtgcaatcattatgtttcga
gaggggaagggtacaatcgttggggcatgtgtggtcacatctgaatagcagtagctccctaggagaattaattccaagttcttiggtggtgtatcaatgcccttaaaggg
gtcaacaactttttttccctctgacaaaactatcttcttatgtccttgtccc
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ELEMENTO TE 11 (SECUENCIA ID N° 13)
gcctgaagacctgagttgatacccagaacccagatcaagatggaggagagaaccagccccactaagctgtcccctgacccccataaatgectcectgtccagttat
gccacacaatgataggtgaatacagaaaaacacccttcctttagacactaagcggattcctcttacgcataccagttaagtgatagttcttaggcttcaactcagcacttt
aaaaagtttatattttgcaatgctggggactaaattagggttgtgcacatgctaagtaagcactctacttttgtatcacattttaataattgtaagaattaattcgtgaaatagt
agctgagacaatagatttgtttctttcatgtgggaactgctgtgtgtgcttcttgctgatgcaaacaaggtcaaatactttattccccagtgtctgectagccctgtaacacttct
ctattatacaatgaccacaaataattaggtgagtgggttttgtttcattttaaattgttgctattttagagacaggatttctigcaaacctggttggtcttaaactccgtatgtagct
gagaatgaccttgaaaaccttcctgtcccacccctcaaattccagaattatagacacccaccacatggcttaataagtaaacaacaacaataaaagcatgacttctg
ggtctggagggagggcttgccagttaagagcaatggatactttcccatagaacctgggtttgactcccagcactaacctacatggtgatagtgatgcagcagacatac
atgagggcaacacacacatgggcacatacacacgcacccgcccaccatggcttttcccccatcacttagacagccatatttaaacgtagtggagccaggcetggggt
ggtggcccacacctttaatcccagcactccagaaggcagaggtaggcggatctctgtgggtttgagaccagcectggtctacaagagctagttccaggacagcectcca
aagccatagagaaaccctatctcaaaaaactgaaacaacaacaacaacaaaacaaaataaaaaaacaacaaaagaatcttagtggttcagtggttccacacac
aggaaagtagaaagggccttgatgggaaggttttcagagggaggagtatggatgagacaggatgatagtgaaaagaactcaaattaattaaatatttgaaactatct
aagaataaaagctaaaatatttaaaattacagtcaggtagtggtggtgcagagggctaagttggtagacacagtgagatccaggccagccagggctacctagtgag
accttgttcaaataactaataaaatatacaaaataaaggagacaccacaataattttgaaatgtaaaagactaaatttaccttttatattgatgagttggataaaaaaatc
aatttaccagagaacataaagtagtcccatcaaagacaaaagcaatatatgattaaactctaatttaaaagtttgttagagcctggcaacgtggcacatacctttaatcc
cagcaccagggagacagaggccatcctggtctaaaaagtgatctccaggacagccatggctattacacagagaaaccctgtctggaaaaacaaaaaattagtgt
ccatgtgtaaatgtgtggagtatgcttgtcatgccacatacagaggtagagggcagtttatgggagtcagttcctattcttcctttatgggggacctggggactgaactca
ggtcatcaggcttggcagaaagtgcattagctcacggagccttatcatiggcgaaagctctctcaagtagaaaatcaatgtgtttgctcatagtgcaatcattatgtttcga
gaggggaagggtacaatcgttggggcatgtgtggtcacatctgaatagcagtagctccctaggagaattaattccaagttcttiggtggtgtatcaatgcccttaaaggg
gtcaacaactttttttccctctgacaaaactatcttcttatgtecttgtccctcatatttgaagtattttattcttigcagtgttigaatatcaattctagcacctcagacatgttaggta
agtaccctacaactcaggttaactaatttaatttaactaatttaaccccaacacttttictttgtttatccacattigtggagtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgt
gtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgcgcgegegegegcegceteggatceattctaccttttgtttaaaaaatgttagtccaggggtggggtgcactgtgaaagtctgagggtaa
cttgctggggtcagttctttccactataggacagaactccaggtgtcaactctttactgacagaaccatccaaatagccctatctaattttagttttttatttatttattttttgtttttc
gagacagggtttctctgtggcettiggaggcetgtcctggaactagcetcettgtagaccaggcetggtctcgaactcag

ELEMENTO TE 12 (SECUENCIA ID N° 14)
gcctgaagacctgagttgatacccagaacccagatcaagatggaggagagaaccagccccactaagctgtcccctgacccccataaatgectcectgtccagttat
gccacacaatgataggtgaatacagaaaaacacccttcctttagacactaagcggattcctcttacgcataccagttaagtgatagttcttaggcttcaactcagcacttt
aaaaagtttatattttgcaatgctggggactaaattagggttgtgcacatgctaagtaagcactctacttttgtatcacattttaataattgtaagaattaattcgtgaaatagt
agctgagacaatagatttgtttctttcatgtgggaactgctgtgtgtgcttcttgctgatgcaaacaaggtcaaatactttattccccagtgtctgectagccctgtaacacttct
ctattatacaatgaccacaaataattaggtgagtgggttttgtttcattttaaattgttgctattttagagacaggatttctigcaaacctggttggtcttaaactccgtatgtagct
gagaatgaccttgaaaaccttcctgtcccacccctcaaattccagaattatagacacccaccacatggcttaataagtaaacaacaacaataaaagcatgacttctg
ggtctggagggagggcttgccagttaagagcaatggatactttcccatagaacctgggtttgactcccagcactaacctacatggtgatagtgatgcagcagacatac
atgagggcaacacacacatgggcacatacacacgcacccgcccaccatggcttttcccccatcacttagacagccatatttaaacgtagtggagccaggcetggggt
ggtggcccacacctttaatcccagcactccagaaggcagaggtaggcggatctctgtgggtttgagaccagcectggtctacaagagctagttccaggacagcectcca
aagccatagagaaaccctatctcaaaaaactgaaacaacaacaacaacaaaacaaaataaaaaaacaacaaaagaatcttagtggttcagtggttccacacac
aggaaagtagaaagggccttgatgggaaggttttcagagggaggagtatggatgagacaggatgatagtgaaaagaactcaaattaattaaatatttgaaactatct
aagaataaaagctaaaatatttaaaattacagtcaggtagtggtggtgcagagggctaagttggtagacacagtgagatccaggccagccagggctacctagtgag
accttgttcaaataactaataaaatatacaaaataaaggagacaccacaataattttgaaatgtaaaagactaaatttaccttttatattgatgagttggataaaaaaatc
aatttaccagagaacataaagtagtcccatcaaagacaaaagcaatatatgattaaactctaatttaaaagtttgttagagcctggcaacgtggcacatacctttaatcc
cagcaccagggagacagaggccatcctggtctaaaaagtgatctccaggacagccatggctattacacagagaaaccctgtctggaaaaacaaaaaattagtgt
ccatgtgtaaatgtgtggagtatgcttgtcatgccacatacagaggtagagggcagtttatgggagtcagttcctattcttcctttatgggggacctggggactgaactca
ggtcatcaggcttggcagaaagtgcattagctcacggagccttatcatiggcgaaagctctctcaagtagaaaatcaatgtgtttgctcatagtgcaatcattatgtttcga
gaggggaagggtacaatcgttggggcatgtgtggtcacatctgaatagcagtagctccctaggagaattaattccaagttctttggtggtgtatcaatgcccttaaaggg
gtcaacaactttttttccctctgacaaaactatcttcttatgtccttgtccctcatatttgaagtattttattcttigcagtgttgaatatcaattctagcacctcagacatgttaggta
agtaccctacaactcaggttaactaatttaatttaactaatttaaccccaacactttttctttgtttatccacatttgtggagtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgt
gtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgcgcgegegegegegceteggatceattctaccttttgtttaaaaaatgttagtccaggggtggggtgcactgtgaaagtctgagggtaa
cttgctggggtcagttctttccactataggacagaactccaggtgtcaactctttactgacagaaccatccaaatagccctatctaattttagttttttatttatttattttttgtttttc
gagacagggtttctctgtggcttiggaggcetgtcctggaactagctcttgtagaccaggcetggtctcgaactcagagatccacctgcectetgectectgagtgctgggatt
aaaggcatgcgccaccaacgcttggctctacctaattttaaaagagattgtgtgtcacaagggtgtcatgtcgccctgcaaccaccccccccccaaaaaaaaaaaa
aaaaaaacttcactgaagctgaagcacgatgatttggttactctggctggccaatgagctctagggagtctcctgtcaaacagaatctcaacaggcgcagcagtctttt
ttaaagtggggttacaacacaggtttttgcatatcaggcattttatctaagctatttcccagccaaaaatgtgtattttggaggcagcagagctaatagattaaaatgaggg
aagagcccacacaggttattaggaagataagcatcttctttatataaaacaaaaccaaaccaaactggaggaggtctacctttagggatggaagaaaagacattta
gagggtgcaatagaaagggcactgagtttgtgaggtggaggactgggagagggcgcaaccgctttaactgtcctgttttgcctattttttggggacagcacatgttccta
tttttcccaggatgggcaatctccacgtccaaacttgcggtcgaggactacag

EJEMPLO 3: Influencia de la variante te-00 del elemento te sobre la expresiéon de gfp e inmunoglobulina g1
(igg1)

La accion del elemento TE TE-00 sobre la expresion de las GFPs (proteinas verdes fluorescentes) ubicadas
citoplasmaticamente y un anticuerpo IgGl monoclonal segregado se estudio en dos series de transfeccion estables
independientes con células CHO-DG44. Para ello se realiza la cotransfecciéon de células CHO-DG44 con las
siguientes combinaciones de plasmidos o bien variantes de plasmidos:
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a) plasmidos de control pBING-LC (Fig.1A) y pBID-HC (Fig. 1A) sin elemento TE

b) pBING-LC y pBID-HC con un elemento TE TE-00 integrado en cada caso aguas arriba del
promotor/potenciador en orientacién directa

c) pBING-LC y pBID-HC con un elemento TE TE-00 integrado en cada caso aguas arriba del promotor/
potenciador en orientacion inversa

En la serie de transfeccion A se produjeron en cada caso cuatro pools, en la serie de transfeccion B en cada caso
diez pools por variante. Alli se utilizaron en cada caso cantidades equimolares de ambos plasmidos. A fin de llegar a
la misma cantidad total de moléculas, la cantidad total de ADN utilizada para la transfeccion en la serie A fue en las
preparaciones de control de 1 ug, en las preparaciones con el elemento TE de 1,3 ug. Esta diferencia resulté de los
diferentes tamafios de plasmidos, dado que los plasmidos con el elemento TE fueron mayores en un factor 1,3 que
los plasmidos control. Dado que la cantidad de ADN en la mezcla de transfeccion puede tener una influencia sobre
la eficiencia de transfeccion, en la serie B se equipard la cantidad total de ADN con 300 ng de “ADN-Mock* (= vector
sin gen del producto, elemento TE y marcador de seleccidon eucarionte), de modo que en la preparacion con los
plasmidos de control en total también estaban contenidos 1,3 ug de ADN. Como control negativo en cada serie de
transfeccion también se mantuvo un pool transfectado con Mock, es decir, con el mismo tratamiento, pero sin adicién
de ADN en la preparacion de transfeccion. La seleccion de células transfectadas de modo estable se realizé dos
dias después de la transfeccion con —-HT/+G418 (400 pg/mL).

Después de la seleccion se determind en el FACS la proporciéon de células que expresan GFP. De la comparacion
de las variantes en el Plot-Overlay resulté en ambas series de transfeccion para pools con elemento TE 00 una
mayor proporcion de células que expresan GFP que en pools con plasmidos de control (Fig. 7). Entre los pools, en
los cuales ya existia el elemento TE ya sea en orientacion directa o inversa en el plasmido, no se evidenciaron
diferencias de ningun tipo. El efecto del elemento TE 00, es decir, aumentar la proporcién de células con mayor
productividad en una poblacién mixta, por lo tanto no dependia de su orientacion.

Adicionalmente también se determinaron las titulaciones de IgG1 y la productividad especifica de los pools a través
de un periodo de seis a ocho pasajes (ritmo de realizacion de pasajes 2-2-3 dias). También aqui se confirmo, que
los pools celulares con el elemento TE 00 en promedio efectuaron mayor expresion que los pools celulares sin
elemento TE (Fig. 9, serie A y B). En ambas series pudo comprobarse una duplicacién de la produccion del pool
mediante la existencia del elemento TE, donde carecia de importancia, en qué orientacion el elemento se incluia por
clonacion en el plasmido de expresion.

EJEMPLO 4 Influencia de los elementos TEe TE-01 a TE-12 sobre la expresion de MCP-1

La accion de los elementos TE TE-01 a TE-12 sobre la expresion del MCP-1 segregado se analizé en 3 series
estables de transfeccion (series C, D y E) de células CHO-DG44 en comparacion a la expresion sin el elemento TE.
En las tres series se produjeron cada vez seis pools por variante de plasmido. El plasmido base estaba en la serie C
y D pTE4/MCP-1 (Fig. 1B; marcador de selecciéon NPT= neomicina-fosfotransferasa F240l), en serie E pTE5/MCP-1
(Fig. 2; marcador de seleccion DHFR = dihidrofolato-reductasa). Estas no contenian ningin elemento TE (=
preparados de control) o en cada caso uno de los elementos TE TE-01 a TE-12 en orientacion directa aguas arriba
del promotor/ potenciador. A fin de minimizar una influencia de la eficiencia de transfeccién mediante diferentes
cantidades de ADNn en la preparacion de transfeccion, se utilizd cada vez en total 1,2 ug del ADN del plasmido.
Dependiendo del tamafio del elemento TE insertado, varié el tamafio del plasmido entre 6,7 kb y 10,7 kb. Sin
embargo, para que en todas las preparaciones pudiera mantenerse constante la cantidad total de moléculas de los
plasmidos de ensayo, en las preparaciones con cantidades menores de moléculas se equiparo la cantidad total de
ADN con un asi llamado plasmido mock, que no contenia el gen del producto, ni el elemento TE, ni tampoco un
marcador de seleccion eucarionte. Como control negativo en cada serie de transfeccién también se mantuvo un pool
transfectado con Mock, es decir, con el mismo tratamiento, pero sin adicion de ADN en la tanda de transfeccién. La
seleccion de células transfectadas de modo estable se realizé dos dias después de la transfeccion, en las series C y
D con CHO-S-SFMII +G418 suplementado con HT (400 pg/mL), en serie E con CHO-S-SFMII sin HT.

Después de la selecciéon se determind en el FACS la proporcion de células que expresaban dsRed2. La figura 8
representa la fluorescencia porcentual relativa de las células vivas transfectadas de la serie C. En comparacion con
los pools de control, los pools que incluian los elementos TE TE-01, TE-02 o TE-08, contenia aproximadamente 3 a
3,5 veces mas células que expresaban dsRed2 y los pools con el elemento TE-06 una cantidad de
aproximadamente el doble de células que expresaban dsRed2. En pools con los fragmentos TE-05 y TE-09, en
cambio no pudo observarse un aumento de la proporcion de células que expresaban DsRed2 en comparacién al
control.

Ademas también se relevaron las titulaciones del producto MCP-1 y la productividad especifica durante un periodo
de 6 pasajes (ritmo de realizacion de pasajes 2-2-3 dias). En la ilustracion 9 (serie C y D) y la ilustracién 10 (serie E)
se representaron las productividades especificas relativas de MCP-1. El elemento TE-08 muestra aqui junto con
NPT F240l como marcador de seleccion con el factor 5,3 el mayor aumento de la productividad especifica MCP-1
respecto del pool de control sin elemento TE (Fig. 9). Junto con DHFR como marcador de seleccion se obtuvo con
esta variante un aumento de 6 veces (Fig. 10). De los elementos TE 01, 02 y 03 resulté en los pools seleccionados
con NPT, un aumento de 4 o bien 4,5 veces de la productividad (Fig. 9) y en los pools seleccionados con DHFR, un
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aumento de 2,6 a 6,8 veces de la productividad (Fig. 10) respecto de los pools de control. Incluso el elemento TE 06
de un tamafio de sélo 300 pb, pudo lograr un aumento de la productividad en todas las series en un factor 2,5 a 3,2
(Fig. 9 y 10). Los aumentos logrados con los fragmentos TE-04 y TE-07 también se ubicaron en este intervalo (Fig.
10). Los pools, en los cuales se utilizaron los fragmentos TE-10, TE-11 y TE-12 de una longitud algo mayor,
presentaron una duplicacion de la expresion MCP-1 (Fig. 9 y 10). Evidentemente, en todos estos pools esta reducida
la cantidad de células que no expresan un producto o solo expresan poca cantidad de producto, y por lo tanto
aumento la proporcion total de altos productores en la poblaciéon de células. Esto es un indicio de que los elementos
TE pueden suprimir, prevenir o anular los efectos de la posicion cromosémica negativa.

En contraposicion a ello, mediante el uso de los fragmentos TE-05 y TE-09 no pudo aumentarse la expresion, como
ya se demostré también en la expresion DsRed2 (Fig. 8), en comparacion con el control, la que incluso fue menor en
algunos casos (Fig. 9 y 10). Es posible por lo tanto que estos elementos, o bien fragmentos parciales en estos
rangos de secuencia puedan mas bien ejercer una accion represora.

Considerado en conjunto, la modificacién observada en la expresion de MCP-1 fue correlativa con la proporcion de
las células que expresaban DsRed2 en los pools celulares estables.

EJEMPLO 5: Prueba de los elementos TE TE-01 a TE-12 respecto de la actividad

Mediante la transfeccion transitoria de células CHO-DG44 se verificod si el aumento observado de la expresion del
producto realmente se debe a un efecto de apertura de cromatina de los elementos TE o si se basa en una actividad
del potenciador. Dado que en una transfeccion transitoria el plasmido no es integrado en el genoma, la informacion
genética es leida directamente del plasmido. De ese modo no pueden producirse efectos debido a la ubicacion
cromosomica. Si a pesar de ello se presentan efectos positivos en la expresion génica, estos podrian deberse al
potenciador presente en el elemento TE. Tales potenciadores pueden actuar en ubicacion cis independientemente
de la posicion y la orientacion, sobre la actividad de un promotor y estimular la transcripcion de un gen enlazado
funcionalmente.

En el estudio de expresion transitoria que se muestra en la figura 11, se realizé la transfeccién de en cada caso 6
pools con el plasmido base pTE4/MCP-1 (= control; Fig. 1B) o bien de sus derivados, que en cada caso contenian
adicionalmente uno de los elementos TE TE-01 a TE-12 aguas arriba del promotor/potenciador. Después de 48 h de
cultivo en un volumen total de 3 mL, se realiz6 la cosecha y la determinacion de la titulacion MCP-1 en el
sobrenadante del cultivo celular mediante ELISA. Las diferencias en la eficiencia de transfeccion se corrigieron
mediante la cotransfeccion con un plasmido de expresion SEAP (adicion de en cada caso 100 ng de ADN del
plasmido por preparacion de transfeccion) y la posterior medicion de la actividad SEAP. En la figura 11 se
representd el valor medio de los 6 pools paralelos en cada caso. Los datos demuestran que las titulaciones MCP-1
en el sobrenadante del cultivo celular fueron muy similares en todos los pools y que no existian diferencias
significativas de expresion respecto del plasmido de control pTE4/MCP-1 sin elemento TE. Por lo tanto, el aumento
de productividad causada por algunos elementos TE, en mas del factor 2 en pool celulares de transfeccion estable,
no se debe a la existencia de un potenciador en la secuencia TE. En consecuencia, es imprescindible una
integracion cromosémica para el aumento de expresion causada por los elementos TE.

EJEMPLO 6: Produccion de otros elementos TE y ensayo de diferentes posiciones y combinaciones del
elemento TE

Analogamente a la forma de proceder que se describe en el Ejemplo 2, pueden generarse otros fragmentos
parciales de la secuencia ID N° 1 o también de derivados de los mismos y, como se indicé en los Ejemplos 3y 4, y
verificarse respecto de su influencia positiva sobre la productividad. Se representan algunos ejemplos de realizacion
para posibles fragmentos en la figura 12. Los resultados obtenidos hasta el momento indican, por ejemplo, que las
areas de la secuencia ID N° 1 que se muestran en la figura 12, también podrian producir un aumento de la expresion
génica. En series de transfeccion estables, deben caracterizarse en mayor detalle estos nuevos elementos TE
respecto de su influencia sobre la productividad especifica, a fin de localizar con mayor exactitud y limitar ain mas
las zonas de secuencia importantes para la funcién. Una limitacion de la funcién a determinadas zonas de
secuencias y asi la consecuente posible reduccion de longitud de fragmento, es ventajosa para un uso eficiente de
vectores de expresion, dado que los plasmidos de expresion mas pequefios son mas estables y de manipulacion
mas sencilla tanto durante la clonacion como también durante la transfeccion.

Ademas es posible que se presente una disposicion cualquiera de zonas de fragmentos del mismo tipo o diferentes
en cualquier orientacién entre si, como también en una posiciéon cualquiera dentro del plasmido. El analisis que
resulta de la combinacién en un aumento lo mas favorable posible de la expresion, puede nuevamente realizarse en
series de transfeccion estables. Algunos ejemplos de realizacion, que de ningdn modo son limitativos, se
representan en la figura 13. De ese modo debe analizarse por ejemplo, si los elementos TE TE-06 y TE-08 en el
caso de un flanqueamiento de ambos lados del gen del producto o en el caso de conexién sucesiva, puede provocar
un aumento adicional de la expresion. Ademas es factible que una conexién sucesiva de elementos TE cortos, ya
sean iguales o diferentes, como por €j. los elementos TE 06 y 08, asimismo producen un efecto adicional
incrementador de la expresion.

Otros elementos TE
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ELEMENTO TE 13 (SECUENCIA ID N° 15)
gttgctattttagagacaggatttcttgcaaacctggttggtcttaaactccgtatgtagctgagaatgaccttgaaaaccttcctgtcccacccctcaaattccagaattata
gacacccaccacatggcttaataagtaaacaacaacaataaaagcatgacttctgggtctggagggagggcttgccagttaagagcaatggatactttcccataga
acctgggtttgactcccagcactaacctacatggtgatagtgatgcagcagacatacatgagggcaacacacacatgggcacatacacacgcacccgcccaccat
ggcttttcccccatcacttagacagccatatttaaacgtagtggagccaggetggggtggtggeccacacctttaatcccagcactccagaaggcagaggtaggegg
atctctgtgggtttgagaccagcctggtctacaagagctagtticcaggacagcectccaaagccatagagaaaccctatc

ELEMENTO TE 14 (SECUENCIA ID N° 16)
caaagccatagagaaaccctatctcaaaaaactgaaacaacaacaacaacaaaacaaaataaaaaaacaacaaaagaatcttagtggttcagtggttccacac
acaggaaagtagaaagggccttgatgggaaggttttcagagggaggagtatggatgagacaggatgatagtgaaaagaactcaaattaattaaatatttgaaacta
tctaagaataaaagctaaaatatttaaaattacagtcaggtagtggtggtgcagagggctaagttggtagacacagtgagatccaggccagccagggctacctagtg
agaccttgttcaaataactaataaaatatacaaaataaaggagacaccacaataattttgaaatgtaaaagactaaatttaccttttatattgatgagttggataaaaaa
atcaatttaccagagaacataaagtagtcccatcaaagacaaaagcaatatatgattaaactctaatttaaaagtttgttagagcctggcaacgtggcacataccttta
atcccagcaccagg

ELEMENTO TE 15 (SECUENCIA ID N° 17)
gttgctattttagagacaggatttcttgcaaacctggttggtcttaaactccgtatgtagctgagaatgaccttgaaaaccttcctgtcccacccctcaaattccagaattata
gacacccaccacatggcttaataagtaaacaacaacaataaaagcatgacttctgggtctggagggagggcttgccagttaagagcaatggatactttcccataga
acctgggtttgactcccagcactaacctacatggtgatagtgatgcagcagacatacatgagggcaacacacacatgggcacatacacacgcacccgcccaccat
ggcttttcccccatcacttagacagccatatttaaacgtagtggagccaggcetggggtggtggceccacacctttaatcccagcactccagaaggcagaggtaggegg
atctctgtgggtttgagaccagcctggtctacaagagctagticcaggacagcectccaaagccatagagaaaccctatctcaaaaaactgaaacaacaacaacaa
caaaacaaaataaaaaaacaacaaaagaatcttagtggttcagtggttccacacacaggaaagtagaaagggccttgatgggaaggttttcagagggaggagta
tggatgagacaggatgatagtgaaaagaactcaaattaattaaatatttgaaactatctaagaataaaagctaaaatatttaaaattacagtcaggtagtggtggtgca
gagggctaagttggtagacacagtgagatccaggccagccagggctacctagtgagaccttgttcaaataactaataaaatatacaaaataaaggagacaccaca
ataattttgaaatgtaaaagactaaatttaccttttatattgatgagttggataaaaaaatcaatttaccagagaacataaagtagtcccatcaaagacaaaagcaatat
atgattaaactctaatttaaaagtttgttagagcctggcaacgtggcacatacctttaatcccagcaccagg

ELEMENTO TE 16 (SECUENCIA ID N° 18)
acctttaatcccagcaccagggagacagaggccatcctggtctaaaaagtgatctccaggacagccatggctattacacagagaaaccctgtctggaaaaacaaa
aaattagtgtccatgtgtaaatgtgtggagtatgcttgtcatgccacatacagaggtagagggcagtttatgggagtcagttcctattcttectttatgggggacctgggga
ctgaactcaggtcatcaggcttggcagaaagtgcattagctcacggagccttatcattggcgaaagctctctcaagtagaaaatcaatgtgtttgctcatagtgcaatca
ttatgtttcgagaggggaagggtacaatcgttggggcatgtgtggtcacatctgaatagcagtagctccctaggagaattaattccaagttctttggtggtgtatcaatgcc
cttaaaggggtcaacaactttttttccctctgacaaaactatcttcttatgtccttgtcce

ELEMENTO TE 17 (SECUENCIA ID N° 19)
caaagccatagagaaaccctatctcaaaaaactgaaacaacaacaacaacaaaacaaaataaaaaaacaacaaaagaatcttagtggttcagtggttccacac
acaggaaagtagaaagggccttgatgggaaggttttcagagggaggagtatggatgagacaggatgatagtgaaaagaactcaaattaattaaatatttgaaacta
tctaagaataaaagctaaaatatttaaaattacagtcaggtagtggtggtgcagagggctaagttggtagacacagtgagatccaggccagccagggctacctagtg
agaccttgttcaaataactaataaaatatacaaaataaaggagacaccacaataatttigaaatgtaaaagactaaatttaccttttatatigatgagttggataaaaaa
atcaatttaccagagaacataaagtagtcccatcaaagacaaaagcaatatatgattaaactctaatttaaaagtttgttagagcctggcaacgtggcacataccttta
atcccagcaccagggagacagaggccatcctggtctaaaaagtgatctccaggacagccatggctattacacagagaaaccctgtctggaaaaacaaaaaatta
gtgtccatgtgtaaatgtgtggagtatgcttgtcatgccacatacagaggtagagggcagtttatgggagtcagttcctattcttcctttatgggggacctggggactgaac
tcaggtcatcaggcttggcagaaagtgcattagctcacggagccttatcattggcgaaagctctctcaagtagaaaatcaatgtgtttgctcatagtgcaatcattatgttt
cgagaggggaagggtacaatcgttggggcatgtgtggtcacatctgaatagcagtagctccctaggagaattaattccaagttctttggtggtgtatcaatgeccttaaa
ggggtcaacaactttttttccctctgacaaaactatcttcttatgtecttgtccc

ELEMENTO TE 18 (SECUENCIA ID N° 20)
gttgctattttagagacaggatttcttgcaaacctggttggtcttaaactccgtatgtagctgagaatgaccttgaaaaccttcctgtcccacccctcaaattccagaattata
gacacccaccacatggcttaataagtaaacaacaacaataaaagcatgacttctgggtctggagggagggcttgccagttaagagcaatggatactttcccataga
acctgggtttgactcccagcactaacctacatggtgatagtgatgcagcagacatacatgagggcaacacacacatgggcacatacacacgcacccgcccaccat
ggcttttcccccatcacttagacagccatatttaaacgtagtggagccaggetggggtggtggceccacacctttaatcccagcactccagaaggcagaggtaggegg
atctctgtgggtttgagaccagcctggtctacaagagctagticcaggacagcctccaaagccatagagaaaccctatctcaaaaaactgaaacaacaacaacaa
caaaacaaaataaaaaaacaacaaaagaatcttagtggttcagtggttccacacacaggaaagtagaaagggccttgatgggaaggttttcagagggaggagta
tggatgagacaggatgatagtgaaaagaactcaaattaattaaatatttgaaactatctaagaataaaagctaaaatatttaaaattacagtcaggtagtggtggtgca
gagggctaagttggtagacacagtgagatccaggccagccagggctacctagtgagaccttgttcaaataactaataaaatatacaaaataaaggagacaccaca
ataattttgaaatgtaaaagactaaatttaccttttatatigatgagttggataaaaaaatcaatttaccagagaacataaagtagtcccatcaaagacaaaagcaatat
atgattaaactctaatttaaaagtttgttagagcctggcaacgtggcacatacctttaatcccagcaccagggagacagaggccatcctggtctaaaaagtgatctcca
ggacagccatggctattacacagagaaaccctgtctggaaaaacaaaaaattagtgtccatgtgtaaatgtgtggagtatgcttgtcatgccacatacagaggtaga
gggcagtttatgggagtcagttcctattcttcctttatgggggacctggggactgaactcaggtcatcaggcttggcagaaagtgcattagctcacggagccttatcattg
gcgaaagctctctcaagtagaaaatcaatgtgtttgctcatagtgcaatcattatgtttcgagaggggaagggtacaatcgttggggcatgtgtggtcacatctgaatag
cagtagctccctaggagaattaattccaagttctttggtggtgtatcaatgcccttaaaggggtcaacaactttttttccctctgacaaaactatcttcttatgtecttgtcce

ELEMENTO TE 21 (SECUENCIA ID N° 21)

cttgcggtcgaggactacagtcattttgcaggtttccttactgtatggcttttaaaacgtgcaaaggtgaccattaaccgtticacgctgggagggcacgtgcggctcaga
tgcttcctctgactgagggccaggagggggctacacggaagaggccacacccgcacttgggaagactcgatttgggcttcagetggctgagacgccccagcaggce
tccteggcetacaccttcagccccgaatgecttccggeccataaccctteccttctaggcatttccggcgaggacccaccctcgegccaaacattcggecccatcccecg
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gtcctcacctgaatctctaactctgactccagagtttagagactataaccagatag
EJEMPLO 7: Influencia de los elementos TE TE-13 a TE-18 sobre la expresion de MCP-1

La accion de los elementos TE TE-13 a TE-18 sobre la expresion del MCP-1 segregado se analizd en series
estables de transfeccion (series C, D y E) de células CHO-DG44 en comparacion a la expresion sin el elemento TE.
Se generaron en cada caso cuatro pools por variante de plasmido. El plasmido base estaba en todas las series
pTE4/MCP-1 (Fig. 1B; marcador de seleccion NPT = neomicina-fosfotransferasa F240I). Las distintas variantes de
plasmido no contenian ningun elemento TE (= preparados de control) o en cada caso uno de los elementos TE TE-
13 a TE-18 en orientacion directa aguas arriba del promotor/potenciador (Figura 12). A fin de minimizar una
influencia de la eficiencia de transfeccion mediante diferentes cantidades de ADNn en la preparacion de
transfeccion, se utilizaron cada vez en total 1,2 ug del ADN del plasmido. Dependiendo del tamario del elemento TE
insertado, varié el tamafio del plasmido entre 6,7 kb y 8,2 kb. Como control negativo en cada serie de transfeccion
también se mantuvo un pool transfectado con Mock, es decir, con el mismo tratamiento, pero sin agregado de ADN
en la preparacion de transfeccion. La seleccion de células transfectadas de modo estable se realizé dos dias
después de la transfeccion con CHO-S-SFMII suplementado con HT +G418 (400 ug/mL).

También se relevaron las titulaciones del producto MCP-1 y la productividad especifica durante un periodo de 5 a 6
pasajes (ritmo de realizacion de pasajes 2-2-3 dias). En la figura 14 (serie F) se representan las productividades
especificas relativas de producto MCP-1. Cada uno de los elementos lleva a un aumento de la expresién promedio
de MCP-1. El maximo aumento (15 veces) fue provocado por el elemento 13, que incluso supera el aumento de diez
veces con el elemento 08.

EJEMPLO 8: Influencia de los elementos TE en diversas posiciones y en diversas combinaciones sobre la
expresion de MCP-1

La accion de los elementos TE TE-06 y TE-08 en diversas combinaciones y en distintas posiciones en el plasmido
de expresion sobre la expresion del MCP-1 extraido se ensaya en dos series estables de transfecciones (series G y
H) de células CHO en comparacion con la expresion sin el elemento TE. En ambas series se producen cada vez seis
pools por variante de plasmido. El plasmido de base es pTE4/MCP-1 (Fig. 1B; marcador de seleccion NPT =
neomicina-fosfotransferasa F240I). Las distintas variantes de plasmido no contienen ya sea ningin elemento TE (=
preparaciones de control) o TE-08 o bien TE-A delante del elemento potenciador/promotor o la combinacién de TE-
06 y TE-08 delante del elemento potenciador/promotor o TE-08 o bien TE-09 en orientacién inversa delante del
elemento potenciador/promotor (serie G). En la serie H se emplean los elementos TE-06 y TE-21 o bien TE-08
delante del elemento potenciador/promotor (E/P) y adicionalmente detras de la sefial de terminacion (T) (figura 13).
A fin de minimizar una influencia de la eficiencia de transfeccion mediante diferentes cantidades de ADNn en la
preparacion de transfeccion, se utilizan cada vez en total 1,2 pg del ADN del plasmido. Dependiendo del tamafrio del
elemento TE insertado, varia el tamafio del plasmido entre 6,7 kb y 10,2 kb. Como control negativo en cada serie de
transfeccién también se mantiene un pool transfectado con Mock, es decir, con el mismo tratamiento, pero sin
adicion de ADN en la preparacion de transfeccion. La seleccion de células transfectadas de modo estable se realiza
dos dias después de la transfeccion con CHO-S-SFMII suplementado con HT +G418 (300 ug/mL).

También se relevan las titulaciones del producto MCP-1 y la productividad especifica durante un periodo de 6
pasajes (ritmo de realizacion de pasajes 2-2-3 dias). En la figura 15 se representan las productividades especificas
relativas de la serie G del producto MCP-1. Todos los elementos llevan a un aumento de la expresion promedio de
MCP-1. El mayor aumento (4 veces) es ocasionado por el elemento TE-A. El empleo de los elementos TE-06 y TE-
21 o bien TE-08 antes y después de la casete de expresion produce un aumento.

EJEMPLO 9: Influencia del elemento TE TE-08 sobre la expresiéon de dos inmunoglobulinas G 4 (IgG4)

La accién del elemento TE TE-08 sobre la expresion dos anticuerpos IgG4 se ensaya en una serie estable de
transfecciones (serie J) de células CHO-DG44 en comparacion con la expresion sin el elemento TE. Se generan en
cada caso 24 pools con los plasmidos de base pBIN-LC2 o bien pBIN-LC3 y pBID-HC2 o bien pBID-HC3 y 24 pools
con pBIN-LC2/TEO8 o bien pBIN-LC3/TE08 y pBID-HC2/TE08 o bien pBID-HC3/TEO8 (Fig. 16; marcador de
seleccion NPT= neomicina-fosfotransferasa F240l y dhfr = dihidrofolato-reductasa). A fin de minimizar una influencia
de la eficiencia de transfeccion mediante diferentes cantidades de ADN en la preparacion de transfeccion, se utiliza
cada vez en total 1,2 ug del ADN del plasmido. Dependiendo del tamafio del elemento TE insertado, varié el tamafio
del plasmido entre 6,1 kb y 7,5 kb. Como control negativo en cada serie de transfeccion también se mantiene un
pool transfectado con Mock, es decir, con el mismo tratamiento, pero sin agregado de ADN en la preparacion de
transfeccion. La seleccién de células transfectadas de modo estable se realiza dos dias después de la transfeccion
con CHO-S-SFMII sin HT +G418 (400 pg/mL).

También se relevan las titulaciones del producto IgG4 y la productividad especifica durante un periodo de 4 pasajes
(ritmo de realizacion de pasajes 2-2-3 dias). El elemento 08 conduce en la expresion de anticuerpos IgG4 a un
aumento del indice promedio de expresién. Ademas, con la presencia del elemento TE-08 se puede aumentar la
posibilidad de hallar un pool celular de alta produccién.

EJEMPLO 10: Influencia de elementos TE sobre la expresion de proteina en células 293F
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La accién de distintos elementos TE sobre la expresion del MCP-1 segregado se ensaya en una serie estable de
transfecciones (serie K) de células HEK293Freestyle en comparacién con la expresion de MCP-1 sin un elemento
TE. El plasmido de base era pTE4/MCP-1 (Fig. 1B; marcador de seleccion NPT = neomicina-fosfotransferasa F240l).
Se emplean los elementos TE-08, TE-13 y TE-A en orientacion directa aguas arriba del potenciador/promotor y se
generan en cada caso 7-10 pools por variante de plasmido. A fin de minimizar una influencia de la eficiencia de
transfeccion mediante diferentes cantidades de ADNn en la preparacion de transfeccion, se utilizan cada vez en total
1,2 yg del ADN del plasmido. Dependiendo del tamafio del elemento TE insertado, vario el tamafio del plasmido
entre 6,7 kb y 10,2 kb. Como control negativo en cada serie de transfeccion también se mantiene un pool
transfectado con Mock, es decir, con el mismo tratamiento, pero sin agregado de ADN en la preparacion de
transfeccion. La seleccion de células establemente transfectadas se realiza dos dias después de la transfeccién con
medio 293 SFM Il + 4 mM de glutamina + G418 (100 pg/mL).

También se revelan las titulaciones del producto MCP-1 y la productividad especifica durante un periodo de 5 a 6
pasajes (ritmo de realizacion de pasajes 2-2-3 dias).

Ejemplo 11: Influencia del elemento TE TE-08 sobre la expresiéon de una enzima (SEAP)

La accion del elemento TE TE-08 sobre la expresion de una enzima (SEAP) se ensaya en una serie estable de
transfecciones (serie L) de células CHO-DG44 en comparacion con la expresion de SEAP sin el elemento TE. Se
generaron en cada caso seis pools por variante de plasmido. El plasmido base es pTE-4/SEAP. Se genera a través
de un intercambio de la casete de expresion MCP-1 — IRES — DsRed2 por SEAP. El elemento TE-08 se clona en el
adaptador A (Fig. 1B; marcador de seleccién NPT = neomicina-fosfotransferasa F240l). A fin de minimizar una
influencia de la eficiencia de transfeccién mediante diferentes cantidades de ADN en la preparacién de transfeccion,
se utiliza cada vez en total 1,2 ug del ADN del plasmido. Dependiendo del tamafio del elemento TE insertado, varié
el tamano del plasmido entre 6,6 kb y 7,6 kb. Como control negativo en cada serie de transfeccién también se
mantiene un pool transfectado con Mock, es decir, con el mismo tratamiento, pero sin agregado de ADN en la
preparacion de transfeccion. La seleccion de células transfectadas de modo estable se realiza dos dias después de
la transfeccion con CHO-S-SFMII suplementado con HT +G418 (400 ug/mL).

La expresion relativa de SEAP se calcula por medio de ensayos de SEAP (Clontech) asequibles en comercios y
durante un periodo de 6 pasajes (ritmo de pasajes 2-2-3 dias).
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Boehringer Ingelheim Pharma GmbH & Co. KG
Boehringer Ingelheim Pharma GmbH & Co. KG

<120> Elementos reguladores de acidos nucleicos
<130> P01-2092

<160> 44

<170> Patentln version 3.3

<210> 1

<211> 3788

<212> DNA

<213> Atrtificial

<220>
<223> Derivado de Cricetulus griseus, 8 nucleotidos adicionales

<400> 1
ccatgagagc ctgaagacct gagttgatac ccagaaccca gatcaagatg gaggagagaa 60

ccagccccac taagctgtce cctgaccccce ataaatgcct cectgtccag ttatgccaca 120
caatgatagg tgaatacaga aaaacaccct tcctttagac actaagcgga ttcctcttac 180
gcataccagt taagtgatag ttcttaggct tcaactcagc actttaaaaa gtttatattt 240
tgcaatgctg gggactaaat tagggttgtg cacatgctaa gtaagcactc tacttttgta 300
tcacatttta ataattgtaa gaattaattc gtgaaatagt agctgagaca atagatttgt 360
ttctttcatg tgggaactgc tgtgtgtgct tettgctgat gcaaacaagg tcaaatactt 420
tattccccag tgtctgecta gecctgtaac acttctctat tatacaatga ccacaaataa 480
ttaggtgagt gggttttgtt tcattttaaa ttgttgctat tttagagaca ggatttcttg 540
caaacctggt tggtcttaaa ctccgtatgt agctgagaat gaccttgaaa accttcctgt 600
cccacccctc aaattccaga attatagaca cccaccacat ggcttaataa gtaaacaaca 660
acaataaaag catgacttct gggtctggag ggagggcttg ccagttaaga gcaatggata 720
ctttcccata gaacctgggt ttgactccca gecactaacct acatggtgat agtgatgcag 780
cagacataca tgagggcaac acacacatgg gcacatacac acgcacccgc ccaccatggc 840
ttttccceca tcacttagac agccatattt aaacgtagtg gagccaggcet ggggtggtgg 900
cccacacctt taatcccagc actccagaag gcagaggtag geggatctct gtgggtttga 960

gaccagcctg gtctacaaga gctagttcca ggacagcctc caaagccata gagaaaccct 1020

atctcaaaaa actgaaacaa caacaacaac aaaacaaaat aaaaaaacaa caaaagaatc 1080

ttagtggttc agtggttcca cacacaggaa agtagaaagg gccttgatgg gaaggttttc 1140
agagggagga gtatggatga gacaggatga tagtgaaaag aactcaaatt aattaaatat 1200
ttgaaactat ctaagaataa aagctaaaat atttaaaatt acagtcaggt agtggtggtg 1260

cagagggcta agttggtaga cacagtgaga tccaggccag ccagggctac ctagtgagac 1320
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cttgttcaaa taactaataa aatatacaaa ataaaggaga caccacaata attttgaaat 1380
gtaaaagact aaatttacct tttatattga tgagttggat aaaaaaatca atttaccaga 1440
gaacataaag tagtcccatc aaagacaaaa gcaatatatg attaaactct aatttaaaag 1500
tttgttagag cctggcaacg tggcacatac ctttaatccc agcaccaggg agacagaggc 1560
catcctggtc taaaaagtga tctccaggac agccatggct attacacaga gaaaccctgt 1620
ctggaaaaac aaaaaattag tgtccatgtg taaatgtgtg gagtatgctt gtcatgccac 1680
atacagaggt agagggcagt ttatgggagt cagttcctat tcttccttta tgggggacct 1740
ggggactgaa ctcaggtcat caggcttggc agaaagtgca ttagctcacg gagccttatc 1800
attggcgaaa gctctctcaa gtagaaaatc aatgtgtttg ctcatagtgc aatcattatg 1860
tttcgagagg ggaagggtac aatcgttggg gcatgtgtgg tcacatctga atagcagtag 1920
ctccctagga gaattaattc caagttcttt ggtggtgtat caatgccctt aaaggggtca 1980
acaacttttt ttccctctga caaaactatc ttcttatgte cttgtcecte atatttgaag 2040
tattttattc tttgcagtgt tgaatatcaa ttctagcacc tcagacatgt taggtaagta 2100
ccctacaact caggttaact aatttaattt aactaattta accccaacac tttttcittg 2160
tttatccaca tttgtggagt gtgtgtgtgt gtgtgtgtgt gtgtgtgtgt gtgtatgtgt 2220
gtgtatgtgt gtgtgtgtgt gcgegegege gegegetegg ateattctac ctttgttta 2280
aaaaatgtta gtccaggggt ggggtgcact gtgaaagtct gagggtaact tgctggggtc 2340
agttctttcc actataggac agaactccag gtgtcaactc tttactgaca gaaccatcca 2400
aatagcccta tctaatttta gttttttatt tatttatttt ttgtttttcg agacagggtt 2460

tctetgtgge tttggaggct gtcctggaac tagcetettgt agaccaggcet ggtctcgaac 2520
tcagagatcc acctgcectct gectectgag tgetgggatt aaaggcatge geccaccaacg 2580

cttggctcta cctaatttta aaagagattg tgtgtcacaa gggtgtcatg tcgccctgca 2640

accacccece ccccaaaaaa aaaaaaaaaa aaacttcact gaagcetgaag cacgatgatt 2700

tggttactct ggctggccaa tgagctctag ggagtctcct gtcaaacaga atctcaacag 2760
gcgcagceagt cttttttaaa gtggggttac aacacaggtt tttgcatatc aggcatttta 2820
tctaagctat ttcccagcca aaaatgtgta ttttggaggce agcagagcta atagattaaa 2880
atgagggaag agcccacaca ggttattagg aagataagca tctictttat ataaaacaaa 2940
accaaaccaa actggaggag gtctaccttt agggatggaa gaaaagacat ttagagggtg 3000
caatagaaag ggcactgagt ttgtgaggtg gaggactggg agagggcgca accgctttaa 3060
ctgtcctgtt ttgcctattt tttggggaca gcacatgttc ctatttttcc caggatggge 3120
aatctccacg tccaaacttg cggtcgagga ctacagtcat tttgcaggtt tccttactgt 3180

atggctttta aaacgtgcaa aggtgaccat taaccgtttc acgctgggag ggcacgtgeg 3240
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gctcagatgce ttcctctgac tgagggecag gagggggceta cacggaagag gecacacccg 3300
cacttgggaa gactcgattt gggcttcagc tggctgagac gccccageag getcctcgge 3360
tacaccttca gcceccgaatg ccttccggece cataaccctt cecttctagg catttccgge 3420
gaggacccac cctcgecgeca aacattcgge cccatcecece ggtectcacc tgaatctcta 3480
actctgactc cagagtttag agactataac cagatagccc ggatgtgtgg aactgcatct 3540
tgggacgagt agttttagca aaaagaaagc gacgaaaaac tacaattccc agacagactt 3600
gtgttacctc tcttctcatg ctaaacaagc cccctttaaa ggaaagcccc tettagtcge 3660
atcgactgtg taagaaaggc gtttgaaaca ttttaatgtt gggcacaccg tttcgaggac 3720
cgaaatgaga aagagcatag ggaaacggag cgcccgagct agtctggcac tgcgttagac 3780
agecgegg 3788
<210> 2

<211> 2210

<212> DNA

<213> Cricetulus griseus

<400> 2
gatctccagg acagccatgg ctattacaca gagaaaccct gtctggaaaa acaaaaaatt 60

agtgtccatg tgtaaatgtg tggagtatgc ttgtcatgcc acatacagag gtagagggca 120
gtttatggga gtcagttcct attcttcctt tatgggggac ctggggactg aactcaggtc 180
atcaggcttg gcagaaagtg cattagctca cggagcctta tcattggcga aagctctctc 240
aagtagaaaa tcaatgtgtt tgctcatagt gcaatcatta tgtttcgaga ggggaagggt 300
acaatcgttg gggcatgtgt ggtcacatct gaatagcagt agctccctag gagaattaat 360
tccaagttct ttggtggtgt atcaatgccc ttaaaggggt caacaacttt ttttccctct 420
gacaaaacta tcttcttatg tccttgtcce tcatatttga agtattttat tctttgcagt 480
gttgaatatc aattctagca cctcagacat gttaggtaag taccctacaa ctcaggttaa 540
ctaatttaat ttaactaatt taaccccaac actttttctt tgtttatcca catttgtgga 600
gtgtotgtgt gtgtgtgtat gtgtgtgtgt gtgtgtgtat gtgtgtgtgt gtgtgtgtgt 660
gtgcgegegce gegegegcete ggatcattct accttttgtt taaaaaatgt tagtccaggg 720
gtggggtgca ctgtgaaagt ctgagggtaa cttgctgggg tcagttcttt ccactatagg 780
acagaactcc aggtgtcaac tctttactga cagaaccatc caaatagccc tatctaattt 840
tagtttttta tttatttatt ttttgttttt cgagacaggg tttctctgtg getttggagg 900
ctgtcetgga actagctctt gtagaccagg ctggtctcga actcagagat ccacctgect 960
ctgcctectg agtgctggga ttaaaggcat gcgccaccaa cgcttggctc tacctaattt 1020
taaaagagat tgtgtgtcac aagggtgtca tgtcgccctg caaccacccc ccccccaaaa 1080

aaaaaaaaaa aaaaacttca ctgaagctga agcacgatga tttggttact ctggctggecc 1140
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aatgagctct agggagtctc ctgtcaaaca gaatctcaac aggcgcagca gictttttta 1200
aagtggggtt acaacacagg fttttgcata tcaggcattt tatctaagct atttcccage 1260
caaaaatgtg tattttggag gcagcagagc taatagatta aaatgaggga agagcccaca 1320
caggttatta ggaagataag catcttcttt atataaaaca aaaccaaacc aaactggagg 1380
aggtctacct ttagggatgg aagaaaagac atttagaggg tgcaatagaa agggcactga 1440
gtttgtgagg tggaggactg ggagagggcg caaccgcttt aactgtcctg ttttgcctat 1500
tttttgggga cagcacatgt tcctattttt cccaggatgg gcaatctcca cgtccaaact 1560
tgcggtcgag gactacagtc attttgcagg tttccttact gtatggcttt taaaacgtge 1620
aaaggtgacc attaaccgtt tcacgctggg agggcacgtg cggctcagat gettcctctg 1680
actgagggcc aggagggggc tacacggaag aggccacacc cgcacttggg aagactcgat 1740
ttgggcttca gctggctgag acgccccage aggctectcg getacacctt cagccccgaa 1800
tgccttccgg cccataaccce tteccttcta ggeatttccg gcgaggacce accectcgege 1860
caaacattcg gccccatcee ccggtectca cctgaatctc taactctgac tccagagttt 1920
agagactata accagatagc ccggatgtgt ggaactgcat cttgggacga gtagttttag 1980
caaaaagaaa gcgacgaaaa actacaattc ccagacagac ttgtgttacc tctcttctca 2040
tgctaaacaa gcccccttta aaggaaagcc cctcttagtc gcatcgactg tgtaagaaag 2100
gcgtttgaaa cattttaatg ttgggcacac cgtttcgagg accgaaatga gaaagagcat 2160
agggaaacgg agcgcccgag ctagtctgge actgcgttag acagccgegg 2210
<210> 3

<211> 3005

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Cricetulus griseus con manipulacion del sitio EcoRI endégeno

por sustitucion de 4 bases

<400> 3
gttgctattt tagagacagg atttcttgca aacctggttg gtcttaaact ccgtatgtag 60

ctgagaatga ccttgaaaac cttcctgtcc cacccctcaa attccagaat tatagacacc 120
caccacatgg cttaataagt aaacaacaac aataaaagca tgacttctgg gtctggaggg 180
agggcttgcc agttaagagc aatggatact ttcccataga acctgggttt gactcccage 240
actaacctac atggtgatag tgatgcagca gacatacatg agggcaacac acacatgggc 300
acatacacac gcacccgccc accatggctt ttccececcate acttagacag ccatatttaa 360
acgtagtgga gccaggcetgg ggtggtggcec cacaccttta atcccagcac tccagaagge 420
agaggtaggc ggatctctgt gggtttgaga ccagcectggt ctacaagagc tagttccagg 480

acagcctcca aagccataga gaaaccctat ctcaaaaaac tgaaacaaca acaacaacaa 540
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aacaaaataa aaaaacaaca aaagaatctt agtggttcag tggttccaca cacaggaaag 600
tagaaagggc cttgatggga aggttttcag agggaggagt atggatgaga caggatgata 660
gtgaaaagaa ctcaaattaa ttaaatattt gaaactatct aagaataaaa gctaaaatat 720
ttaaaattac agtcaggtag tggtggtgca gagggctaag ttggtagaca cagtgagatc 780
caggccagcc agggctacct agtgagacct tgttcaaata actaataaaa tatacaaaat 840
aaaggagaca ccacaataat tttgaaatgt aaaagactaa atttaccttt tatattgatg 900
agttggataa aaaaatcaat ttaccagaga acataaagta gtcccatcaa agacaaaagc 960
aatatatgat taaactctaa tttaaaagtt tgttagagcc tggcaacgtg gcacatacct 1020
ttaatcccag caccagggag acagaggcca tcctggtcta aaaagtgatc tccaggacag 1080
ccatggctat tacacagaga aaccctgict ggaaaaacaa aaaattagtg tccatgtgta 1140
aatgtgtgga gtatgcttgt catgccacat acagaggtag agggcagttt atgggagtca 1200
gttcctattc ttcctttatg ggggacctgg ggactgaact caggtcatca ggcttggcag 1260
aaagtgcatt agctcacgga gccttatcat tggcgaaagc tctctcaagt agaaaatcaa 1320
tgtgtttgct catagtgcaa tcattatgtt tcgagagggg aagggtacaa tcgttgggge 1380
atgtgtggtc acatctgaat agcagtagct ccctaggaga attaattcca agttctttgg 1440
tggtgtatca atgcccttaa aggggtcaac aacttttttt ccctctgaca aaactatctt 1500
cttatgtcct tgtccctcat atttgaagta ttttattctt tgcagtgttg aatatcaatt 1560
ctagcacctc agacatgtta ggtaagtacc ctacaactca ggttaactaa tttaatttaa 1620
ctaatttaac cccaacactt tttcttigtt tatccacatt tgtggagtgt gtgtgtgtgt 1680

gtgtgtgtgt gtgtgtgtgt gtgtgtgtgt gtgtgtgtgt gtgtgtgtgc gcgcgegege 1740
gcgctcggat cattctacct tttgtttaaa aaatgttagt ccaggggtgg ggtgcactgt 1800
gaaagtctga gggtaacttg ctggggtcag tictitccac tataggacag aactccaggt 1860
gtcaactctt tactgacaga accatccaaa tagccctatc taattttagt tttttattta 1920

tttatttttt gtttttcgag acagggtttc tctgtggctt tggaggcetgt cctggaacta 1980
gctcttgtag accaggcetgg tctcgaactc agagatccac ctgcectetge ctectgagtg 2040
ctgggattaa aggcatgcgc caccaacgct tggctctacc taattttaaa agagattgtg 2100
tgtcacaagg gtgtcatgtc gccctgcaac caccccccece ccaaaaaaaa aaaaaaaaaa 2160
acttcactga agctgaagca cgatgatttg gttactctgg ctggccaatg agcetctaggg 2220
agtctcctgt caaacagaat ctcaacaggc gcagceagtct tttttaaagt ggggttacaa 2280
cacaggtttt tgcatatcag gcattttatc taagctattt cccagccaaa aatgtgtatt 2340
ttggaggcag cagagctaat agattaaaat gagggaagag cccacacagg ttattaggaa 2400
gataagcatc ttctttatat aaaacaaaac caaaccaaac tggaggaggt ctacctitag 2460

ggatggaaga aaagacattt agagggtgca atagaaaggg cactgagttt gtgaggtgga 2520
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ggactgggag agggcgcaac cgctttaact gtcctgtttt gectattttt tggggacage 2580
acatgttcct atttttccca ggatgggcaa tctccacgtc caaacttgeg gtcgaggact 2640
acagtcattt tgcaggtttc cttactgtat ggcttttaaa acgtgcaaag gtgaccatta 2700
accgtttcac gctgggaggg cacgtgcggc tcagatgctt cetetgactg agggeccagga 2760
gggggctaca cggaagaggc cacacccgca cttgggaaga ctcgatttgg gettcagetg 2820
gctgagacgc cccagcaggc tectcggceta caccttcage cccgaatgec ttccggecca 2880
taacccttcc cttctaggca tttccggecga ggacccaccc tcgegeccaaa cattcggece 2940
catcccecegg tectcacctg aatctctaac tetgactcca gagtttagag actataacca 3000
gatag 3005

<210> 4

<211> 2517

<212> DNA

<213> Cricetulus griseus

<400> 4
caaagccata gagaaaccct atctcaaaaa actgaaacaa caacaacaac aaaacaaaat 60

aaaaaaacaa caaaagaatc ttagtggttc agtggttcca cacacaggaa agtagaaagg 120
gccttgatgg gaaggttttc agagggagga gtatggatga gacaggatga tagtgaaaag 180
aactcaaatt aattaaatat ttgaaactat ctaagaataa aagctaaaat atttaaaatt 240
acagtcaggt agtggtggtg cagagggcta agttggtaga cacagtgaga tccaggccag 300
ccagggctac ctagtgagac cttgttcaaa taactaataa aatatacaaa ataaaggaga 360
caccacaata attttgaaat gtaaaagact aaatttacct tttatattga tgagttggat 420
aaaaaaatca atttaccaga gaacataaag tagtcccatc aaagacaaaa gcaatatatg 480
attaaactct aatttaaaag tttgttagag cctggcaacg tggcacatac ctttaatccc 540
agcaccaggg agacagaggc catcctggtc taaaaagtga tctccaggac agccatgget 600
attacacaga gaaaccctgt ctggaaaaac aaaaaattag tgtccatgtg taaatgtgtg 660
gagtatgctt gtcatgccac atacagaggt agagggcagt ttatgggagt cagttcctat 720
tcttecttta tgggggacct ggggactgaa ctcaggtcat caggettgge agaaagtgca 780
ttagctcacg gagccttatc attggcgaaa gctctctcaa gtagaaaatc aatgtgtitg 840
ctcatagtgc aatcattatg tttcgagagg ggaagggtac aatcgttggg gcatgtgtgg 900
tcacatctga atagcagtag ctccctagga gaattaattc caagttcttt ggtggtgtat 960
caatgccctt aaaggggtca acaacttttt ticcctctga caaaactatc ttcttatgtc 1020
cttgtcccte atatttgaag tattttattc tttgcagtgt tgaatatcaa ttctagcacc 1080
tcagacatgt taggtaagta ccctacaact caggttaact aatttaattt aactaattta 1140

accccaacac fttttctttg tttatccaca tttgtggagt gtgtgtgtgt gtgtgtgtgt 1200
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gtgtgtgtgt gtgtgtgtgt gtgtgtgtgt gtgtgtgtgt gcgcgegege gegegetcgg 1260
atcattctac cttttgttta aaaaatgtta gtccaggggt ggggtgcact gtgaaagtct 1320
gagggtaact tgctggggtc agttctttcc actataggac agaactccag gtgtcaactc 1380
tttactgaca gaaccatcca aatagcccta tctaatttta gttttttatt tatttatttt 1440

ttgtttttcg agacagggtt tctctgtggc tttggaggct gtcctggaac tagcetcttgt 1500
agaccaggct ggtctcgaac tcagagatcc acctgcctct gectectgag tgetgggatt 1560
aaaggcatgc gccaccaacg cttggctcta cctaatttta aaagagattg tgtgtcacaa 1620
gggtgtcatg tcgccctgca accaccccce ccccaaaaaa aaaaaaaaaa aaacttcact 1680
gaagctgaag cacgatgatt tggttactct ggctggccaa tgagctctag ggagtctcct 1740
gtcaaacaga atctcaacag gcgcagcagt cttttttaaa gtggggttac aacacaggtt 1800
tttgcatatc aggcatttta tctaagctat ttcccagcca aaaatgtgta ttttggagge 1860
agcagagcta atagattaaa atgagggaag agcccacaca ggttattagg aagataagca 1920
tctictttat ataaaacaaa accaaaccaa actggaggag gtctaccttt agggatggaa 1980
gaaaagacat ttagagggtg caatagaaag ggcactgagt ttgtgaggtg gaggactggg 2040
agagggcgca accgctttaa ctgtcctgtt ttgcctattt tttggggaca gcacatgttc 2100
ctatttttcc caggatgggc aatctccacg tccaaacttg cggtcgagga ctacagtcat 2160
tttgcagatt tccttactgt atggctttta aaacgtgcaa aggtgaccat taaccgtttc 2220
acgctgggag ggcacgtgeg gcetcagatgce ttectetgac tgagggecag gagggggceta 2280
cacggaagag gccacacccg cacttgggaa gactcgattt gggcettcage tggctgagac 2340
gccccagceag gctectegge tacaccttca gecccgaatg cettcecggec cataaccett 2400
cccttctagg catttccgge gaggacccac cctcgegeca aacattcgge cccatccecce 2460
ggtcctcacc tgaatctcta actctgactc cagagtttag agactataac cagatag 2517
<210> 5

<211> 1989

<212> DNA

<213> Cricetulus griseus

<400> 5

acctttaatc ccagcaccag ggagacagag gccatcctgg tctaaaaagt gatctccagg 60
acagccatgg ctattacaca gagaaaccct gictggaaaa acaaaaaatt agtgtccatg 120
tgtaaatgtg tggagtatgc ttgtcatgcc acatacagag gtagagggca gtttatggga 180
gtcagttcct attcttcctt tatgggggac ctggggactg aactcaggtc atcaggcttg 240
gcagaaagtg cattagctca cggagcctta tcattggcga aagctctctc aagtagaaaa 300
tcaatgtgtt tgctcatagt gcaatcatta tgtttcgaga ggggaagggt acaatcgttg 360

gggcatgtgt ggtcacatct gaatagcagt agctccctag gagaattaat tccaagttct 420
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ttggtggtgt atcaatgccce ttaaaggggt caacaacttt tttccctct gacaaaacta 480
tcttcttatg tecttgtcee tcatatttga agtattttat tetttgcagt gttgaatatc 540

aattctagca cctcagacat gttaggtaag taccctacaa ctcaggttaa ctaatttaat 600
ttaactaatt taaccccaac actttttctt tgtttatcca catttgtgga gtgtgtgtgt 660
gtgtatgtgt gtatgtgtgt gtgtgtatgt gtgtgtgtgt gtgtgtgtgt gtgcgecgege 720
gcgegegcete ggatcattct accttttgtt taaaaaatgt tagtccaggg gtggggtgca 780
ctgtgaaagt ctgagggtaa cttgctgggg tcagttcttt ccactatagg acagaactcc 840
aggtgtcaac tctttactga cagaaccatc caaatagccc tatctaattt tagtttttta 900
tttatttatt ttttgttttt cgagacaggg tttctctgtg getttggagg ctgtectgga 960
actagctctt gtagaccagg ctggtctcga actcagagat ccacctgcect ctgectcctg 1020
agtgctggga ttaaaggcat gcgecaccaa cgcttggctc tacctaattt taaaagagat 1080
tgtgtgtcac aagggtgtca tgtcgccctg caaccaccce ccccccaaaa aaaaaaaaaa 1140
aaaaacttca ctgaagctga agcacgatga tttggttact ctggctggcc aatgagctct 1200
agggagtctc ctgtcaaaca gaatctcaac aggcgcagca gtctttttta aagtggggtt 1260
acaacacagg tttttgcata tcaggcattt tatctaagct atttcccagc caaaaatgtg 1320
tattttggag gcagcagagc taatagatta aaatgaggga agagcccaca caggttatta 1380
ggaagataag catcttcttt atataaaaca aaaccaaacc aaactggagg aggtctacct 1440
ttagggatgg aagaaaagac atttagaggg tgcaatagaa agggcactga gtttgtgagg 1500
tggaggactg ggagagggcg caaccgcttt aactgtcctg ttttgcctat tttttgggga 1560
cagcacatgt tcctattttt cccaggatgg gcaatctcca cgtccaaact tgcggtcgag 1620
gactacagtc attttgcagg tttccttact gtatggcttt taaaacgtgc aaaggtgacc 1680
attaaccgtt tcacgctggg agggcacgtg cggctcagat gettcctctg actgagggee 1740
aggagggggc tacacggaag aggccacacc cgcacttggg aagactcgat ttgggctica 1800
gctggctgag acgccccagc aggctectcg getacacctt cagecccgaa tgecttccgg 1860
cccataaccc ttcccttcta ggeatticcg gcgaggaccce accctcgege caaacattcg 1920
gccccatece ceggtectca cetgaatcte taactctgac tccagagttt agagactata 1980
accagatag 1989

<210> 6

<211> 1512

<212> DNA

<213> Cricetulus griseus

<400> 6
ctatcttctt atgtccttgt ccctcatatt tgaagtattt tattctttge agtgttgaat 60

atcaattcta gcacctcaga catgttaggt aagtacccta caactcaggt taactaattt 120
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aatttaacta atttaacccc aacacttttt ctttgtttat ccacatttgt ggagtgtgtg 180
tgtgtgtgtg totgtgtgtg tgtgtotgtg tgtgtgtgtg tgtgtgtgtg tgtgtgecgeg 240
cgcgegegeg ctecggatcat tetacctttt gtttaaaaaa tgttagtcca ggggtggggt 300
gcactgtgaa agtctgaggg taacttgctg gggtcagttc tttccactat aggacagaac 360
tccaggtgtc aactctttac tgacagaacc atccaaatag ccctatctaa ttttagtttt 420
ttatttattt attttttgtt tttcgagaca gggtttctct gtggctttgg aggcetgtcct 480
ggaactagct cttgtagacc aggctggtct cgaactcaga gatccacctg cctetgectc 540
ctgagtgctg ggattaaagg catgcgccac caacgcttgg ctctacctaa ttttaaaaga 600
gattgtgtgt cacaagggtg tcatgtcgcce ctgcaaccac ccccccccca aaaaaaaaaa 660
aaaaaaaact tcactgaagc tgaagcacga tgatttggtt actctggctg gccaatgage 720
tctagggagt ctcctgtcaa acagaatctc aacaggcgca gcagtctttt ttaaagtggg 780
gttacaacac aggtttttgc atatcaggca ttttatctaa gctatttccc agccaaaaat 840
gtgtattttg gaggcagcag agctaataga ttaaaatgag ggaagagccc acacaggtta 900
ttaggaagat aagcatcttc tttatataaa acaaaaccaa accaaactgg aggaggtcta 960
cctttaggga tggaagaaaa gacatttaga gggtgcaata gaaagggcac tgagtttgtg 1020
aggtggagga ctgggagagg gcgcaaccgc tttaactgtc ctgttttgec tattttttgg 1080
ggacagcaca tgttcctatt tttcccagga tgggcaatct ccacgtccaa acttgcggtc 1140
gaggactaca gtcattttgc aggtttcctt actgtatggc ttttaaaacg tgcaaaggtg 1200
accattaacc gtttcacgct gggagggcac gtgcggctca gatgcttcct ctgactgagg 1260
gccaggaggg ggctacacgg aagaggccac acccgcactt gggaagactc gatttggget 1320
tcagctggcet gagacgcccc agcaggctcc tcggctacac cttcagccce gaatgecttc 1380
cggcccataa cccttecctt ctaggcattt ccggcgagga cccacceteg cgccaaacat 1440
tcggcecccat ccceeggtec tcacctgaat ctectaactct gactccagag tttagagact 1500
ataaccagat ag 1512

<210> 7

<211> 1013

<212> DNA

<213> Cricetulus griseus

<400> 7
caggctggtc tcgaactcag agatccacct gectetgect cctgagtget gggattaaag 60

gcatgcgcca ccaacgcttg getctaccta attttaaaag agattgtgtg tcacaagggt 120
gtcatgtcgc cctgcaacca ccccecceccce aaaaaaaaaa aaaaaaaaac ttcactgaag 180
ctgaagcacg atgatttggt tactctggct ggccaatgag ctctagggag tetectgtca 240

aacagaatct caacaggcgc agcagtcttt tttaaagtgg ggttacaaca caggtttttg 300
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catatcaggc attttatcta agctatttcc cagccaaaaa tgtgtatttt ggaggcagca 360
gagctaatag attaaaatga gggaagagcc cacacaggtt attaggaaga taagcatctt 420
ctttatataa aacaaaacca aaccaaactg gaggaggtct acctttaggg atggaagaaa 480
agacatttag agggtgcaat agaaagggca ctgagtttgt gaggtggagg actgggagag 540
ggcgcaaccg ctttaactgt cctgttttge ctattttttg gggacagcac atgttcctat 600
ttttcccagg atgggcaatc tccacgtcca aacttgeggt cgaggactac agtcattttg 660
caggtttcct tactgtatgg cttttaaaac gtgcaaaggt gaccattaac cgtttcacgc 720
tgggagggca cgtgcggcte agatgcttece tetgactgag ggccaggagg gggcetacacg 780
gaagaggcca cacccgcact tgggaagact cgatttgggc ttcagctgge tgagacgecc 840
cagcaggctc ctcggctaca ccttcagece cgaatgectt ccggeccata accecttcect 900
tctaggcatt tccggcgagg acccacccte gegecaaaca ttcggeccca tccceeggte 960
ctcacctgaa tctctaactc tgactccaga gtttagagac tataaccaga tag 1013
<210> 8

<211> 381

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> mutante/mutacion puntual en una secuencia de Cricetulus griseus

<400> 8
cttgcggtcg aggactacag tcattttgca ggtttcctta ctgtatggct tttaaaacgt 60

gcaaaggtga ccattaaccg tttcacgctg ggagggcacg tgcggctcag atgettcctc 120
tgactgaggg ccaggagggg gctacacgga agaggccaca cccgeacttg ggaagactcg 180
atttgggctt cagctggcetg agacgcccca gecaggctect cggcetacacc ttcagecccecg 240
aatgccttcc ggeccataac cctteectte taggceatttc cggcgaggac ccaccctecge 300
gccaaacatt cggccccatc cceceggtect cacctgaatc tetaactetg actccagagt 360
ttagcgacta taaccagata g 381

<210> 9

<211> 529

<212> DNA

<213> Cricetulus griseus

<400> 9
gcctgaagac ctgagttgat acccagaacc cagatcaaga tggaggagag aaccagcccc 60

actaagctgt cccctgacce ccataaatgc ctcectgtce agttatgcca cacaatgata 120
ggtgaataca gaaaaacacc cttcctttag acactaagcg gattcctctt acgcatacca 180
gttaagtgat agttcttagg cttcaactca gcactttaaa aagtttatat tttgcaatgc 240

tggggactaa attagggttg tgcacatgct aagtaagcac tctacttttg tatcacattt 300
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taataattgt aagaattaat tcgtgaaata gtagctgaga caatagattt gtttctttca 360
tgtgggaact gctgtgtgtg cttcttgetg atgcaaacaa ggtcaaatac tttattccce 420
agtgtctgcce tagccctgta acacttctct attatacaat gaccacaaat aattaggtga 480
gtggattttg tttcatttta aattgttgct attttagaga caggatttc 529

<210> 10

<211> 1015

<212> DNA

<213> Cricetulus griseus

<400> 10
gcctgaagac ctgagttgat acccagaacc cagatcaaga tggaggagag aaccagcccc 60

actaagctgt cccctgacce ccataaatgc ctcectgtce agttatgcca cacaatgata 120
ggtgaataca gaaaaacacc cttcctitag acactaagcg gattcctctt acgcatacca 180
gttaagtgat agttcttagg cttcaactca gcactttaaa aagtttatat tttgcaatgc 240
tggggactaa attagggttg tgcacatgct aagtaagcac tctacttttg tatcacattt 300
taataattgt aagaattaat tcgtgaaata gtagctgaga caatagattt gtttctttca 360
tgtgggaact gctgtgtgtg cttcttgetg atgcaaacaa ggtcaaatac tttattccce 420
agtgtctgcce tagccctgta acacttctct attatacaat gaccacaaat aattaggtga 480
gtggattttg tttcatttta aattgttgct attttagaga caggatttct tgcaaacctg 540
gttggtctta aactccgtat gtagctgaga atgaccttga aaaccttcct gtcccaccce 600
tcaaattcca gaattataga cacccaccac atggcttaat aagtaaacaa caacaataaa 660
agcatgactt ctgggtctgg agggagggct tgccagttaa gagcaatgga tactttccca 720
tagaacctgg gtttgactcc cagcactaac ctacatggtg atagtgatgc agcagacata 780
catgagggca acacacacat gggcacatac acacgcaccc gcccaccatg gettttccce 840
catcacttag acagccatat ttaaacgtag tggagccagg ctggggtggt ggcccacacc 900
tttaatccca gcactccaga aggcagaggt aggcggatct ctgtgggttt gagaccagec 960
tggtctacaa gagctagttc caggacagcc tccaaagcca tagagaaacc ctatc 1015
<210> 11

<211> 1541

<212> DNA

<213> Cricetulus griseus

<400> 11
gcctgaagac ctgagttgat acccagaacc cagatcaaga tggaggagag aaccagcccc 60

actaagctgt cccctgacce ccataaatgc ctcectgtce agttatgcca cacaatgata 120
ggtgaataca gaaaaacacc cttcctttag acactaagcg gattcctctt acgcatacca 180
gttaagtgat agttcttagg cttcaactca gcactttaaa aagtttatat tttgcaatgc 240

tggggactaa attagggttg tgcacatgct aagtaagcac tctacttttg tatcacattt 300
53
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taataattgt aagaattaat tcgtgaaata gtagctgaga caatagattt gtttctttca 360
tgtgggaact gctgtgtgtg cttcttgctg atgcaaacaa ggtcaaatac tttattccce 420
agtgtctgcce tagccctgta acacttctct attatacaat gaccacaaat aattaggtga 480
gtggattttg tttcatttta aattgttgct attttagaga caggatttct tgcaaacctg 540
gttggtctta aactccgtat gtagctgaga atgaccttga aaaccttcct gtcccaccce 600
tcaaattcca gaattataga cacccaccac atggcttaat aagtaaacaa caacaataaa 660
agcatgactt ctgggtctgg agggagggct tgccagttaa gagcaatgga tactttccca 720
tagaacctgg gtttgactcc cagcactaac ctacatggtg atagtgatgc agcagacata 780
catgagggca acacacacat gggcacatac acacgcaccc gcccaccatg gettttccce 840
catcacttag acagccatat ttaaacgtag tggagccagg ctggggtggt ggcccacacc 900
tttaatccca gcactccaga aggcagaggt aggcggatct ctgtgggttt gagaccagec 960
tggtctacaa gagctagttc caggacagcc tccaaagcca tagagaaacc ctatctcaaa 1020
aaactgaaac aacaacaaca acaaaacaaa ataaaaaaac aacaaaagaa tcttagtggt 1080
tcagtggttc cacacacagg aaagtagaaa gggccttgat gggaaggttt tcagagggag 1140
gagtatggat gagacaggat gatagtgaaa agaactcaaa ttaattaaat atttgaaact 1200
atctaagaat aaaagctaaa atatttaaaa ttacagtcag gtagtggtgg tgcagagggce 1260
taagttggta gacacagtga gatccaggcc agccagggct acctagtgag accttgttca 1320
aataactaat aaaatataca aaataaagga gacaccacaa taattttgaa atgtaaaaga 1380
ctaaatttac cttttatatt gatgagttgg ataaaaaaat caatttacca gagaacataa 1440
agtagtccca tcaaagacaa aagcaatata tgattaaact ctaatttaaa agtttgttag 1500
agcctggcaa cgtggcacat acctttaatc ccagcaccag g 1541

<210> 12

<211> 2020

<212> DNA

<213> Cricetulus griseus

<400> 12
gcctgaagac ctgagttgat acccagaacc cagatcaaga tggaggagag aaccagcccc 60

actaagctgt cccctgacce ccataaatgc ctcectgtce agttatgcca cacaatgata 120
ggtgaataca gaaaaacacc cttcctitag acactaagcg gattcctctt acgcatacca 180
gttaagtgat agttcttagg cttcaactca gcactttaaa aagtttatat tttgcaatgc 240
tggggactaa attagggttg tgcacatgct aagtaagcac tctacttttg tatcacattt 300
taataattgt aagaattaat tcgtgaaata gtagctgaga caatagattt gtttctttca 360
tgtgggaact gcetgtgtgtg cttcttgctg atgcaaacaa ggtcaaatac tttattccce 420

agtgtctgcce tagccctgta acacttctct attatacaat gaccacaaat aattaggtga 480
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gtggattttg tttcatttta aattgttgct attttagaga caggatttct tgcaaacctg 540
gttggtctta aactccgtat gtagctgaga atgaccttga aaaccttcct gtcccaccce 600
tcaaattcca gaattataga cacccaccac atggcttaat aagtaaacaa caacaataaa 660
agcatgactt ctgggtctgg agggagggct tgccagttaa gagcaatgga tactttccca 720
tagaacctgg gtttgactcc cagcactaac ctacatggtg atagtgatgc agcagacata 780
catgagggca acacacacat gggcacatac acacgcaccc gcccaccatg gettttccce 840
catcacttag acagccatat ttaaacgtag tggagccagg ctggggtggt ggcccacacc 900
tttaatccca gcactccaga aggcagaggt aggcggatct ctgtgggttt gagaccagec 960
tggtctacaa gagctagttc caggacagcc tccaaagcca tagagaaacc ctatctcaaa 1020
aaactgaaac aacaacaaca acaaaacaaa ataaaaaaac aacaaaagaa tcttagtggt 1080
tcagtggttc cacacacagg aaagtagaaa gggccttgat gggaaggttt tcagagggag 1140
gagtatggat gagacaggat gatagtgaaa agaactcaaa ttaattaaat atttgaaact 1200
atctaagaat aaaagctaaa atatttaaaa ttacagtcag gtagtggtgg tgcagaggge 1260
taagttggta gacacagtga gatccaggcc agccagggct acctagtgag accttgttca 1320
aataactaat aaaatataca aaataaagga gacaccacaa taattttgaa atgtaaaaga 1380
ctaaatttac cttttatatt gatgagttgg ataaaaaaat caatttacca gagaacataa 1440
agtagtccca tcaaagacaa aagcaatata tgattaaact ctaatttaaa agtttgttag 1500
agcctggcaa cgtggcacat acctttaatc ccagcaccag ggagacagag gccatcctgg 1560
tctaaaaagt gatctccagg acagccatgg ctattacaca gagaaaccct gtctggaaaa 1620
acaaaaaatt agtgtccatg tgtaaatgtg tggagtatgc ttgtcatgcc acatacagag 1680
gtagagggca gtttatggga gtcagttcct attcttcctt tatgggggac ctggggactg 1740
aactcaggtc atcaggcttg gcagaaagtg cattagctca cggagcctta tcattggcga 1800
aagctctctc aagtagaaaa tcaatgtgtt tgctcatagt gcaatcatta tgtitcgaga 1860
ggggaagggt acaatcgttg gggcatgtgt ggtcacatct gaatagcagt agctccctag 1920
gagaattaat tccaagttct ttggtggtgt atcaatgccc ttaaaggggt caacaacttt 1980
ttttccctct gacaaaacta tettcttatg tecttgteee 2020

<210> 13

<211> 2516

<212> DNA

<213> Cricetulus griseus

<400> 13
gcctgaagac ctgagttgat acccagaacc cagatcaaga tggaggagag aaccagcccc 60

actaagctgt cccctgacce ccataaatgc ctcectgtce agttatgcca cacaatgata 120

ggtgaataca gaaaaacacc cticctitag acactaagcg gattcctctt acgcatacca 180
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gttaagtgat agttcttagg cttcaactca gcactttaaa aagtttatat tttgcaatgc 240
tggggactaa attagggttg tgcacatgct aagtaagcac tctacttttg tatcacattt 300
taataattgt aagaattaat tcgtgaaata gtagctgaga caatagattt gtttctttca 360
tgtgggaact gctgtgtgtg cttcttgctg atgcaaacaa ggtcaaatac tttattccce 420
agtgtctgcce tagccctgta acacttctct attatacaat gaccacaaat aattaggtga 480
gtggattttg tttcatttta aattgttgct attttagaga caggatttct tgcaaacctg 540
gttggtctta aactccgtat gtagctgaga atgaccttga aaaccttcct gtcccaccce 600
tcaaattcca gaattataga cacccaccac atggcttaat aagtaaacaa caacaataaa 660
agcatgactt ctgggtctgg agggagggct tgccagttaa gagcaatgga tactttccca 720
tagaacctgg gtttgactcc cagcactaac ctacatggtg atagtgatgc agcagacata 780
catgagggca acacacacat gggcacatac acacgcaccc gcccaccatg gettttccce 840
catcacttag acagccatat ttaaacgtag tggagccagg ctggggtggt ggcccacacc 900
tttaatccca gcactccaga aggcagaggt aggcggatct ctgtgggttt gagaccagec 960
tggtctacaa gagctagttc caggacagcc tccaaagcca tagagaaacc ctatctcaaa 1020
aaactgaaac aacaacaaca acaaaacaaa ataaaaaaac aacaaaagaa tcttagtggt 1080
tcagtggttc cacacacagg aaagtagaaa gggccttgat gggaaggttt tcagagggag 1140
gagtatggat gagacaggat gatagtgaaa agaactcaaa ttaattaaat atttgaaact 1200
atctaagaat aaaagctaaa atatttaaaa ttacagtcag gtagtggtgg tgcagagggc 1260
taagttggta gacacagtga gatccaggcc agccagggct acctagtgag accttgttca 1320
aataactaat aaaatataca aaataaagga gacaccacaa taattttgaa atgtaaaaga 1380
ctaaatttac cttttatatt gatgagttgg ataaaaaaat caatttacca gagaacataa 1440
agtagtccca tcaaagacaa aagcaatata tgattaaact ctaatttaaa agtttgttag 1500
agcctggcaa cgtggcacat acctttaatc ccagcaccag ggagacagag gccatcctgg 1560
tctaaaaagt gatctccagg acagccatgg ctattacaca gagaaaccct gtctggaaaa 1620
acaaaaaatt agtgtccatg tgtaaatgtg tggagtatgc ttgtcatgcc acatacagag 1680
gtagagggca gtttatggga gtcagttcct attcttcctt tatgggggac ctggggactg 1740
aactcaggtc atcaggcttg gcagaaagtg cattagctca cggagcctta tcattggcga 1800
aagctctctc aagtagaaaa tcaatgtgtt tgctcatagt gcaatcatta tgtttcgaga 1860
ggggaagggt acaatcgttg gggcatgtgt ggtcacatct gaatagcagt agctccctag 1920
gagaattaat tccaagttct ttggtggtgt atcaatgccc ttaaaggggt caacaacttt 1980
ttttccctct gacaaaacta tettcttatg tecttgtecc tcatatttga agtattttat 2040

tctttgcagt gttgaatatc aattctagca cctcagacat gttaggtaag taccctacaa 2100
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ctcaggttaa ctaatttaat ttaactaatt taaccccaac actttttctt tgtttatcca 2160
catttgtgga gtgtgtgtgt gtgtgtgtat gtgtgtgtgt gtgtgtgtgt gtgtgtgtgt 2220
gtgtatgtgt gtgcgcgege gegegegcte ggatcattet accttttgtt taaaaaatgt 2280
tagtccaggg gtggggtgca ctgtgaaagt ctgagggtaa cttgctgggg tcagttcttt 2340
ccactatagg acagaactcc aggtgtcaac tctttactga cagaaccatc caaatagccc 2400
tatctaattt tagtttttta tttatttatt ttttgttttt cgagacaggg tttctctgtg 2460

gctttggagg ctgtcctgga actagctctt gtagaccagg ctggtctcga actcag 2516
<210> 14

<211> 3148

<212> DNA

<213> Cricetulus griseus

<400> 14
gcctgaagac ctgagttgat acccagaacc cagatcaaga tggaggagag aaccagcccc 60

actaagctgt cccctgacce ccataaatgc ctcectgtce agttatgcca cacaatgata 120
ggtgaataca gaaaaacacc cttcctitag acactaagcg gattcctctt acgcatacca 180
gttaagtgat agttcttagg cttcaactca gcactttaaa aagtttatat tttgcaatgc 240
tggggactaa attagggttg tgcacatgct aagtaagcac tctacttttg tatcacattt 300
taataattgt aagaattaat tcgtgaaata gtagctgaga caatagattt gtttctttca 360
tgtgggaact gctgtgtgtg cttcttgctg atgcaaacaa ggtcaaatac tttattccce 420
agtgtctgcce tagccctgta acacttctct attatacaat gaccacaaat aattaggtga 480
gtggottttg tttcatttta aattgttgct attttagaga caggatttct tgcaaacctg 540
gttggtctta aactccgtat gtagctgaga atgaccttga aaaccttcct gtcccaccce 600
tcaaattcca gaattataga cacccaccac atggcttaat aagtaaacaa caacaataaa 660
agcatgactt ctgggtctgg agggagggct tgccagttaa gagcaatgga tactttccca 720
tagaacctgg gtttgactcc cagcactaac ctacatggtg atagtgatgc agcagacata 780
catgagggca acacacacat gggcacatac acacgcaccc gcccaccatg gettttccce 840
catcacttag acagccatat ttaaacgtag tggagccagg ctggggtggt ggcccacacc 900
tttaatccca gcactccaga aggcagaggt aggcggatct ctgtgggttt gagaccagec 960
tggtctacaa gagctagttc caggacagcc tccaaagcca tagagaaacc ctatctcaaa 1020
aaactgaaac aacaacaaca acaaaacaaa ataaaaaaac aacaaaagaa tcttagtggt 1080
tcagtggttc cacacacagg aaagtagaaa gggccttgat gggaaggttt tcagagggag 1140
gagtatggat gagacaggat gatagtgaaa agaactcaaa ttaattaaat atttgaaact 1200
atctaagaat aaaagctaaa atatttaaaa ttacagtcag gtagtggtgg tgcagagggc 1260

taagttggta gacacagtga gatccaggcc agccagggct acctagtgag accttgttca 1320
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aataactaat aaaatataca aaataaagga gacaccacaa taattttgaa atgtaaaaga 1380
ctaaatttac cttttatatt gatgagttgg ataaaaaaat caatttacca gagaacataa 1440
agtagtccca tcaaagacaa aagcaatata tgattaaact ctaatttaaa agtttgttag 1500
agcctggcaa cgtggcacat acctttaatc ccagcaccag ggagacagag gccatcctgg 1560
tctaaaaagt gatctccagg acagccatgg ctattacaca gagaaaccct gtctggaaaa 1620
acaaaaaatt agtgtccatg tgtaaatgtg tggagtatgc ttgtcatgcc acatacagag 1680
gtagagggca gtttatggga gtcagttcct attcttcctt tatgggggac ctggggactg 1740
aactcaggtc atcaggcttg gcagaaagtg cattagctca cggagcctta tcattggcga 1800
aagctctctc aagtagaaaa tcaatgtgtt tgctcatagt gcaatcatta tgtitcgaga 1860
ggggaagggt acaatcgttg gggcatgtgt ggtcacatct gaatagcagt agctccctag 1920
gagaattaat tccaagttct ttggtggtgt atcaatgccc ttaaaggggt caacaacttt 1980
ttttccctct gacaaaacta tcttcttatg tecttgtcec tcatatttga agtattttat 2040
tctttgcagt gttgaatatc aattctagca cctcagacat gttaggtaag taccctacaa 2100
ctcaggttaa ctaatttaat ttaactaatt taaccccaac actttttctt tgtttatcca 2160
catttgtgga gtgtgtgtgt gtgtgtgtat gtgtgtgtgt gtgtgtgtgt gtgtgtgtgt 2220
gtgtatgtgt gtgcgcgege gegegegcte ggatcattet accttttgtt taaaaaatgt 2280
tagtccaggg gtggggtgca ctgtgaaagt ctgagggtaa cttgctgggg tcagttcttt 2340
ccactatagg acagaactcc aggtgtcaac tctttactga cagaaccatc caaatagccc 2400
tatctaattt tagtttttta tttatttatt ttttgttttt cgagacaggg tttctctgtg 2460
gctttggagg ctgtcctgga actagctctt gtagaccagg ctggtctcga actcagagat 2520
ccacctgcct ctgectectg agtgetggga ttaaaggcat gegecaccaa cgcttggetc 2580
tacctaattt taaaagagat tgtgtgtcac aagggtgtca tgtcgccctg caaccacccec 2640
ccccccaaaa aaaaaaaaaa aaaaacttca ctgaagcetga agcacgatga tttggttact 2700
ctggctggcec aatgagctct agggagtctce ctgtcaaaca gaatctcaac aggcgcagca 2760
gtctttttta aagtggggtt acaacacagg tttttgcata tcaggcattt tatctaaget 2820
atttcccagc caaaaatgtg tattttggag gcagcagagc taatagatta aaatgaggga 2880
agagcccaca caggttatta ggaagataag catcttcttt atataaaaca aaaccaaacc 2940
aaactggagg aggtctacct ttagggatgg aagaaaagac atttagaggg tgcaatagaa 3000
agggcactga gtttgtgagg tggaggactg ggagagggcg caaccgcttt aactgtcctg 3060
ttttgcctat tttttgggga cagcacatgt tcctattttt cccaggatgg gcaatctcca 3120
cgtccaaact tgcggtcgag gactacag 3148
<210> 15
<211> 511
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<212> DNA
<213> Cricetulus griseus

<400> 15
gttgctattt tagagacagg atttcttgca aacctggttg gtcttaaact ccgtatgtag 60

ctgagaatga ccttgaaaac cttcctgtcc cacccctcaa attccagaat tatagacacc 120
caccacatgg cttaataagt aaacaacaac aataaaagca tgacttctgg gtctggaggg 180
agggcttgcc agttaagagc aatggatact ttcccataga acctgggttt gactcccage 240
actaacctac atggtgatag tgatgcagca gacatacatg agggcaacac acacatgggc 300
acatacacac gcacccgcecc accatggctt ttccceccate acttagacag ccatatttaa 360
acgtagtgga gccaggcetgg ggtggtggec cacaccttta atcccagcac tccagaagge 420
agaggtaggc ggatctctgt gggtttgaga ccagcectggt ctacaagagc tagttccagg 480
acagcctcca aagccataga gaaaccctat ¢ 511

<210> 16

<211> 549

<212> DNA

<213> Cricetulus griseus

<400> 16
caaagccata gagaaaccct atctcaaaaa actgaaacaa caacaacaac aaaacaaaat 60

aaaaaaacaa caaaagaatc ttagtggttc agtggttcca cacacaggaa agtagaaagg 120
gccttgatgg gaaggttttc agagggagga gtatggatga gacaggatga tagtgaaaag 180
aactcaaatt aattaaatat ttgaaactat ctaagaataa aagctaaaat atttaaaatt 240
acagtcaggt agtggtggtg cagagggcta agttggtaga cacagtgaga tccaggccag 300
ccagggctac ctagtgagac cttgttcaaa taactaataa aatatacaaa ataaaggaga 360
caccacaata attttgaaat gtaaaagact aaatttacct tttatattga tgagttggat 420
aaaaaaatca atttaccaga gaacataaag tagtcccatc aaagacaaaa gcaatatatg 480
attaaactct aatttaaaag tttgttagag cctggcaacg tggcacatac ctttaatccc 540
agcaccagg 549

<210> 17

<211> 1037

<212> DNA

<213> Cricetulus griseus

<400> 17
gttgctattt tagagacagg atttcttgca aacctggttg gtcttaaact ccgtatgtag 60

ctgagaatga ccttgaaaac cttcctgtcc cacccctcaa attccagaat tatagacacc 120
caccacatgg cttaataagt aaacaacaac aataaaagca tgacttctgg gtctggaggg 180
agggcttgcc agttaagagc aatggatact ttcccataga acctgggttt gactcccage 240

actaacctac atggtgatag tgatgcagca gacatacatg agggcaacac acacatgggc 300
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acatacacac gcacccgccc accatggctt ttccceccate acttagacag ccatatttaa 360
acgtagtgga gccaggcetgg ggtggtggec cacaccttta atcccagcac tccagaagge 420
agaggtaggc ggatctctgt gggtttgaga ccagcectggt ctacaagagc tagttccagg 480
acagcctcca aagccataga gaaaccctat ctcaaaaaac tgaaacaaca acaacaacaa 540
aacaaaataa aaaaacaaca aaagaatctt agtggttcag tggttccaca cacaggaaag 600
tagaaagggc cttgatggga aggttttcag agggaggagt atggatgaga caggatgata 660
gtgaaaagaa ctcaaattaa ttaaatattt gaaactatct aagaataaaa gctaaaatat 720
ttaaaattac agtcaggtag tggtggtgca gagggctaag ttggtagaca cagtgagatc 780
caggccagcc agggctacct agtgagacct tgttcaaata actaataaaa tatacaaaat 840
aaaggagaca ccacaataat tttgaaatgt aaaagactaa atttaccttt tatattgatg 900
agttggataa aaaaatcaat ttaccagaga acataaagta gtcccatcaa agacaaaagc 960
aatatatgat taaactctaa tttaaaagtt tgttagagcc tggcaacgtg gcacatacct 1020
ttaatcccag caccagg 1037

<210> 18

<211> 500

<212> DNA

<213> Cricetulus griseus

<400> 18
acctttaatc ccagcaccag ggagacagag gccatcctgg tctaaaaagt gatctccagg 60

acagccatgg ctattacaca gagaaaccct gictggaaaa acaaaaaatt agtgtccatg 120
tgtaaatgtg tggagtatgc ttgtcatgcc acatacagag gtagagggca gtttatggga 180
gtcagttcct attcttcctt tatgggggac ctggggactg aactcaggtc atcaggcttg 240
gcagaaagtg cattagctca cggagcctta tcattggcga aagctctctc aagtagaaaa 300
tcaatgtgtt tgctcatagt gcaatcatta tgtttcgaga ggggaagggt acaatcgttg 360
gggcatgtgt ggtcacatct gaatagcagt agctccctag gagaattaat tccaagttct 420
ttggtggtgt atcaatgccc ttaaaggggt caacaacttt ttttccctct gacaaaacta 480
tcttcttatg tecttgteee 500

<210> 19

<211> 1028

<212> DNA

<213> Cricetulus griseus

<400> 19
caaagccata gagaaaccct atctcaaaaa actgaaacaa caacaacaac aaaacaaaat 60

aaaaaaacaa caaaagaatc ttagtggttc agtggttcca cacacaggaa agtagaaagg 120

gccttgatgg gaaggttttc agagggagga gtatggatga gacaggatga tagtgaaaag 180
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aactcaaatt aattaaatat ttgaaactat ctaagaataa aagctaaaat atttaaaatt 240
acagtcaggt agtggtggtg cagagggcta agttggtaga cacagtgaga tccaggccag 300
ccagggctac ctagtgagac cttgttcaaa taactaataa aatatacaaa ataaaggaga 360
caccacaata attttgaaat gtaaaagact aaatttacct tttatattga tgagttggat 420
aaaaaaatca atttaccaga gaacataaag tagtcccatc aaagacaaaa gcaatatatg 480
attaaactct aatttaaaag tttgttagag cctggcaacg tggcacatac ctttaatccc 540
agcaccaggg agacagaggc catcctggtc taaaaagtga tctccaggac agccatgget 600
attacacaga gaaaccctgt ctggaaaaac aaaaaattag tgtccatgtg taaatgtgtg 660
gagtatgctt gtcatgccac atacagaggt agagggcagt ttatgggagt cagttcctat 720
tcttecttta tgggggacct ggggactgaa ctcaggtcat caggettgge agaaagtgca 780
ttagctcacg gagccttatc attggcgaaa gctctctcaa gtagaaaatc aatgtgtitg 840
ctcatagtgc aatcattatg tttcgagagg ggaagggtac aatcgttggg gcatgtgtgg 900
tcacatctga atagcagtag ctccctagga gaattaattc caagttcttt ggtggtgtat 960
caatgccctt aaaggggtca acaacttttt ticcctctga caaaactatc ttcttatgtc 1020
cttgtcece 1028

<210> 20

<211> 1516

<212> DNA

<213> Cricetulus griseus

<400> 20
gttgctattt tagagacagg atttcttgca aacctggttg gtcttaaact ccgtatgtag 60

ctgagaatga ccttgaaaac cttcctgtcc cacccctcaa attccagaat tatagacacc 120
caccacatgg cttaataagt aaacaacaac aataaaagca tgacttctgg gtctggaggg 180
agggcttgcc agttaagagce aatggatact ttcccataga acctgggttt gactcccage 240
actaacctac atggtgatag tgatgcagca gacatacatg agggcaacac acacatgggc 300
acatacacac gcacccgccc accatggctt ttccceccate acttagacag ccatatttaa 360
acgtagtgga gccaggcetgg ggtggtggec cacaccttta atcccagcac tccagaagge 420
agaggtaggc ggatctctgt gggtttgaga ccagcectggt ctacaagagc tagttccagg 480
acagcctcca aagccataga gaaaccctat ctcaaaaaac tgaaacaaca acaacaacaa 540
aacaaaataa aaaaacaaca aaagaatctt agtggttcag tggttccaca cacaggaaag 600
tagaaagggc cttgatggga aggttttcag agggaggagt atggatgaga caggatgata 660
gtgaaaagaa ctcaaattaa ttaaatattt gaaactatct aagaataaaa gctaaaatat 720
ttaaaattac agtcaggtag tggtggtgca gagggctaag ttggtagaca cagtgagatc 780

caggccagcc agggctacct agtgagacct tgttcaaata actaataaaa tatacaaaat 840
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aaaggagaca ccacaataat tttgaaatgt aaaagactaa atttaccttt tatattgatg 900
agttggataa aaaaatcaat ttaccagaga acataaagta gtcccatcaa agacaaaagc 960
aatatatgat taaactctaa tttaaaagtt tgttagagcc tggcaacgtg gcacatacct 1020
ttaatcccag caccagggag acagaggcca tcctggtcta aaaagtgatc tccaggacag 1080
ccatggctat tacacagaga aaccctgict ggaaaaacaa aaaattagtg tccatgtgta 1140
aatgtgtgga gtatgcttgt catgccacat acagaggtag agggcagttt atgggagtca 1200
gttcctattc ttcctttatg ggggacctgg ggactgaact caggtcatca ggcttggcag 1260
aaagtgcatt agctcacgga gccttatcat tggcgaaagc tctctcaagt agaaaatcaa 1320
tgtgtttgct catagtgcaa tcattatgtt tcgagagggg aagggtacaa tcgttgggge 1380
atgtgtggtc acatctgaat agcagtagct ccctaggaga attaattcca agttctttgg 1440
tggtgtatca atgcccttaa aggggtcaac aacttttttt cccictgaca aaactatctt 1500
cttatgtcct tgtcce 1516

<210> 21

<211> 381

<212> DNA

<213> Cricetulus griseus

<400> 21
cttgcggtcg aggactacag tcattttgca ggtttcctta ctgtatggct tttaaaacgt 60

gcaaaggtga ccattaaccg tttcacgctg ggagggcacg tgecggctcag atgettcctc 120
tgactgaggg ccaggagggg gctacacgga agaggccaca cccgeacttg ggaagactcg 180
atttgggctt cagctggcetg agacgcccca gcaggcetcect cggcetacacc ttcagecceceg 240
aatgccttcc ggcccataac cctteectte taggceatttc cggcgaggac ccaccctecge 300
gccaaacatt cggccccatc cceceggtect cacctgaatc tetaactetg actccagagt 360
ttagagacta taaccagata g 381

<210> 22

<211> 34

<212> DNA

<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 22
ctatgaggat ccgcctgaag acctgagttg atac 34

<210> 23
<211> 37
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador
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<400> 23
tatgcaggat ccgttgctat tttagagaca ggatttc

<210> 24
<211> 35
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 24
tatgcaggat cccaaagcca tagagaaacc ctatc

<210> 25
<211> 33
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 25
tatgcaggat ccacctttaa tcccagcacc agg

<210> 26
<211> 35
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 26
ctatgaggat ccctatcttc ttatgtcctt gtccc

<210> 27
<211> 32
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 27
tatgcaggat cccaggctgg tctcgaactc ag

<210> 28
<211> 32
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 28
ctatgaggat cccttgcggt cgaggactac ag

ES 2401 654 T3
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<210> 29
<211> 34
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 29
ctatgatgta cagcctgaag acctgagttg atac

<210> 30
<211> 39
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 30
attgcatgta cactatctgg ttatagtctc taaactctg

<210> 31
<211> 37
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 31
atagcatgta cagaaatcct gtctctaaaa tagcaac

<210> 32
<211> 35
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 32
atagcatgta cagatagggt ttctctatgg ctttg

<210> 33
<211> 33
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 33
atacgatgta cacctggtgc tgggattaaa ggt

<210> 34
<211> 35
<212> DNA
<213> Artificial
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<220>
<223> cebador

<400> 34
atagcatgta cagggacaag gacataagaa gatag 35

<210> 35
<211> 32
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 35
tagttatgta cactgagttc gagaccagcc tg 32

<210> 36
<211> 32
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 36
atagcatgta cactgtagtc ctcgaccgca ag 32

<210> 37
<211> 33
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 37
atacgaggat cccctggtgce tgggattaaa ggt 33

<210> 38
<211> 35
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 38
atagcaggat ccgatagggt ttctctatgg ctttg 35

<210> 39
<211> 24
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 39
ctccacacat ttacacatgg acac 24
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<210> 40
<211> 24
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 40
gggtttctct gtgtaatagce catg

<210> 41
<211> 24
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 41
atctcactgt gtctaccaac ttag

<210> 42
<211> 22
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 42
tctgcaccac cactacctga ct

<210> 43
<211> 28
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 43
ctaagagtac ttgccatgag agcctgaa

<210> 44
<211> 25
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 44
cattgataca ccaccaaaga acttg

ES 2401 654 T3
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REIVINDICACIONES

1. Acido nucleico que contiene TE-13 (SEQ ID N° 15) o un fragmento de TE-13 (SEQ ID N° 15) o sus
secuencias de nucledtidos complementarias o un derivado de TE-13 (SEQ ID N° 15) o sus secuencias de
nucledtidos complementarias, en donde el acido nucleico, el fragmento, el derivado o sus secuencias de nucledtidos
complementarias conduce, en el caso de una integracion cromosémica, a un aumento de la transcripcion o bien de
la expresion de un gen de interés en un sistema de expresion, y en donde el derivado presente una identidad de la
secuencia de al menos el 85%.

2. Acido nucleico que contiene TE-08 (SEQ ID N° 10) o un fragmento de TE-08 (SEQ ID N° 10) o sus
secuencias de nucledtidos complementarias o un derivado de TE-08 (SEQ ID N° 10) o sus secuencias de
nucledtidos complementarias, en donde el acido nucleico, el fragmento, el derivado o sus secuencias de nucleétidos
complementarias conduce, en el caso de una integracion cromosémica, a un aumento de la transcripcion o bien de
la expresion de un gen de interés en un sistema de expresion, y en donde el derivado presente una identidad de la
secuencia de al menos el 85%.

3. Acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 1 é 2, en donde dicho acido nucleico contiene la SEQ ID N°
1 o un fragmento de SEQ ID N° 1 que comprende un acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 1 6 2, o sus
secuencias de nucledtidos complementarias o un derivado de SEQ ID N° 1 o sus secuencias de nucleétidos
complementarias, en donde el acido nucleico, el fragmento, el derivado o sus secuencias de nucleétidos
complementarias conduce, en el caso de una integracion cromosémica, a un aumento de la transcripcion o bien de
la expresion de un gen de interés en un sistema de expresion, en donde el fragmento o derivado comprende por lo
menos una zona de secuencias de la zona de acidos nucleicos entre 1 pb y 1578 pb y en donde el derivado
presente una identidad de la secuencia de al menos el 85%.

4. Acido nucleico de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque el aumento de la
transcripcion o bien de la expresion de un gen de interés en un sistema de expresién en comparacion con un control
que no contiene ningun elemento TE se determina por medicién de la titulacion del producto.

5. Acido nucleico de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque este acido nucleico
presenta una longitud de al menos 511 pb (= longitud TE-13, SEQ ID N° 15) o bien al menos 1015 pb (= longitud TE-
08, SEQ ID N° 10).

6. Acido nucleico, seleccionado del grupo compuesto por: TE-01 (SEQ ID N° 3), TE-02 (SEQ ID N° 4), TE-07
(SEQ ID N° 9), TE-08 (SEQ ID N° 10), TE-10 (SEQ ID N° 12), TE-11 (SEQ ID N° 13), TE-12 (SEQ ID N° 14), TE-13
(SEQ ID N° 15), TE-15 (SEQ ID N° 17), TE-17 (SEQ ID N° 19), TE-18 (SEQ ID N° 20).

7. Acido nucleico de acuerdo con la reivindicacién 6, en donde el acido nucleico es TE-08 (SEQ ID N° 10).
8. Acido nucleico de acuerdo con la reivindicacién 6, en donde el acido nucleico es TE-13 (SEQ ID N° 15).
9. Vector de expresién eucarionte, caracterizado porque este vector de expresidon contiene un acido nucleico

de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 8.

10. Vector de expresion eucarionte de acuerdo con la reivindicaciéon 9, caracterizado porque contiene una
combinacion de varios acidos nucleicos iguales o diferentes de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 8, en
donde uno o varios acidos nucleicos estan posicionados delante (es decir, 5’ de) y / 0 uno o varios acidos nucleicos
detras (es decir, 3’ de) del gen de interés.

11. Vector de expresion eucarionte de acuerdo con la reivindicacion 10, caracterizado porque uno o varios
acidos nucleicos de TE-08 (SEQ ID N° 10) estan posicionados delante (es decir, 5° de) y uno o varios estan
posicionados detras (es decir, 3’ de) del gen de interés, con preferencia un acido nucleico de TE-08 delante y uno
detras.

12. Procedimiento para la preparacion de un vector de expresion eucarionte, caracterizado por la integracion de
un acido nucleico de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 8 en un vector de expresion.

13. Célula huésped eucarionte, caracterizada porque contiene un vector de expresién eucarionte de acuerdo
con las reivindicaciones 9 a 11.

14. Célula huésped eucarionte de acuerdo con la reivindicacion 13, caracterizada porque hay alta produccion
de ella, es decir, posee una mayor productividad especifica que una célula huésped eucarionte comparable sin
elemento TE, en donde esta célula huésped tiene un nivel de expresion aumentado en hasta dos veces, tres veces,
cuatro veces, cinco veces, seis veces, siete veces o diez veces o un nivel de expresidon aumentado en mas de dos
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veces, mas de tres veces, mas de cuatro veces, mas de cinco veces, mas de siete veces o mas de diez veces.

15. Procedimiento para desarrollar una linea celular huésped eucarionte establemente transfectada de alta
produccion, caracterizado por las siguientes etapas:
(a) integracién de un acido nucleico de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 8 en un vector de
expresion eucarionte que contiene un gen de interés,
(b) transfeccion de una célula huésped eucarionte con este vector de expresion,
(c) seleccion de una célula huésped transfectada de alta produccion.

16. Procedimiento para la preparacion y seleccion de células de mamiferos recombinantes, caracterizado por
las siguientes etapas:
(a) transfeccion de las células huésped con genes que por lo menos codifican una proteina/producto de
interés, una neomicina-fosfotransferasa, preferentemente modificada, y el marcador de seleccion
amplificable DHFR, en donde por lo menos el gen (o bien los genes) de interés esta unido funcionalmente
para el incremento de la transcripcion o bien de la expresién con por lo menos un acido nucleico de acuerdo
con una de las reivindicaciones 1 a 8,
(b) cultivo de las células en condiciones que permiten una expresion de los distintos genes,
(c) la selecciéon de estos genes co-integrados por cultivo de las células en presencia de un medio de
seleccion como, por ejemplo, G418, en medio sin hipoxantina/timidina y
(d) la amplificacién de estos genes co-integrados por cultivo de las células en presencia de un medio de
seleccion, que permite la amplificacion de por lo menos el gen marcador de seleccion como, por ejemplo,
metotrexato.

17. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones 15 6 16, en donde la proporcion de grandes
productores esta aumentado en hasta dos veces, tres veces, cuatro veces, cinco veces, seis veces, siete veces o
diez veces o mas de dos veces, mas de tres veces, mas de cuatro veces, mas de cinco veces, mas de siete veces,
mas de diez veces.

18. Procedimiento para preparar un producto biofarmacéutico, caracterizado por las siguientes etapas:
(a) integracién de un acido nucleico de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 8 en un vector de
expresion eucarionte que contiene un gen de interés,
(b) transfeccion de una célula huésped eucarionte con este vector de expresion,
(c) seleccion de una célula huésped transfectada de alta produccion y
(d) cultivo de la célula huésped transfectada obtenida de alta produccion en condiciones que permiten una
expresion del o de los genes de interés.

19. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 18 caracterizado por la siguiente etapa adicional:
(e) siembra y purificacion de la proteina de interés.

20. Uso de un acido nucleico de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 8 para la preparaciéon de un
medicamento para uso medicinal, en donde el acido nucleico sirve como elemento que aumenta la transcripcion
para preparar un producto biofarmacéutico.

21. Uso de acuerdo con la reivindicacion 20, en donde el producto biofarmacéutico es un anticuerpo
monoclonal.
22. Uso de un acido nucleico de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 8 para la generacion de animales

o plantas transgénicos no humanos.

23. Kit compuesto de acido o acidos nucleicos de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 8, y célula o
células huésped y opcionalmente reactivo o reactivos de transfeccion.
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