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DESCRIPCION
Sistema mejorado de expresion de proteina
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al campo de la ingenieria genética y la biologia molecular. En particular, la presente
invencion se refiere a nuevos polinucledtidos de ADN promotores y a su uso como herramienta para la expresion
mejorada de proteinas en células huésped, notablemente en Drosophila melanogaster. Ademas, la presente
invencion se refiere a vectores que contienen el polinucledtido y también al uso de éstos en expresiéon recombinante
de polipéptidos, en particular expresion heterdloga de proteinas, tales como enzimas industriales o proteinas para
uso farmacéutico incluyendo proteinas eucariotas (por ejemplo, de mamifero, tal como humanas, pero también de
protozoos o helmintos) y virales. La invencion es particularmente relevante en el campo de la expresion de proteinas
donde el producto expresado se secreta de células huésped recombinantes, especialmente si estas células huésped
son células de insecto.

Antecedentes de la invencion

Los sistemas de produccion de proteinas, en que los polipéptidos o proteinas de interés se producen en organismos
o células recombinantes, son el eje central de la biotecnologia comercial. A los primeros sistemas, basados en
expresion bacteriana en huéspedes tales como E. coli, se les han unido los sistemas basados en huéspedes
eucariotas, en particular células de mamifero en cultivo, células de insecto tanto en cultivo como en forma de
insectos completos, y mamiferos transgénicos tales como ovejas y cabras.

Los sistemas de cultivo de células procariotas son faciles de mantener y baratos de manejar. Sin embargo, las
células procariotas no tienen capacidad de modificacion post-traduccional de proteinas eucariotas. Ademas, muchas
proteinas se pliegan de forma incorrecta, lo que requiere procedimientos especificos para replegarlas, que aumenta
los costes de produccion.

Se han descrito sistemas de cultivo de células eucariotas para varias aplicaciones. Por ejemplo, las células de
mamifero tienen capacidad de modificacion post-traduccional, y generalmente producen proteinas que se pliegan
correctamente y sin solubles. Las desventajas principales de los sistemas de células de mamifero incluyen la
necesidad de instalaciones de cultivo especializadas y caras, el riesgo de infeccion, que puede conducir a pérdida
del cultivo completo, y el riesgo de contaminar el producto final con proteinas de mamifero potencialmente
peligrosas.

También se usan células de insecto para la expresion de polipéptidos. El sistema de expresion mas extendido usado
en células de insecto se basa en vectores de baculovirus. Un vector de expresién de baculovirus se construye
remplazando el gen de la polihedrina de baculovirus, que codifica una proteina estructural principal del baculovirus,
con un gen heterdlogo, bajo el control del promotor nativo fuerte de la polihedrina. Las células huésped de insecto
cultivadas se infectan con el virus recombinante, y la proteina producida de ese modo puede recuperarse de las
propias células o del medio de cultivo si se emplean sefales de secrecidon adecuadas. Estos sistemas también
sufren, sin embargo, de problemas asociados con la reproducibilidad del nivel y calidad de expresion, la infeccion del
cultivo, y pueden requerir instalaciones de cultivo especializadas. Ademas, las reservas de baculovirus, que para la
produccion de ciertas proteinas pueden tener que prepararse en condiciones de GMP, no siembre son estables con
el paso del tiempo.

Los promotores adecuados usados en células S2 de Drosophila melanogaster para la expresion de proteinas
también incluyen el promotor pMT y el P2ZOp2F (promotor OPIE2).

Chung y col. Molecular and Cellular Biology, Vol. 10, N° 12, 1992 se refiere a la caracterizacion de elementos
reguladores positivos y negativos en el promotor distal de Actina5C.

Angelichio y col. Nucleic Acids Research, Vol. 19, N° 18 5037-5043, 1991 se refiere a una comparacion de varios
promotores y sefiales de poliadenilacion para su uso en expresion de genes heterélogos en células cultivadas de
Drosophila.

Un objeto de la presente invencidon es proporcionar una expresion y/o secrecion mas eficaz en células huésped,
notablemente en Drosophila melanogaster. Un objeto adicional es proporcionar polinucleétidos y vectores que
faciliten esta expresion y secrecion eficaces.

Sumario de la invenciéon

En un aspecto amplio, la presente invencion se refiere a polinucleétidos de ADN promotores, adecuados para su uso
en la expresion heteréloga de un polipéptido de interés. En otro aspecto amplio, la presente invencion se refiere a un
polinucleétido de ADN aislado, un llamado vector de expresién, que comprende dichos polinucleétidos de ADN
promotores adecuados para la expresion y produccion de cantidades relativamente altas de una proteina de interés,
tal como proteinas terapéuticamente eficaces o enzimas industriales.
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Por tanto, en un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un polinucleétido de ADN aislado adecuado para
la expresion heteréloga de un polipéptido de interés en una célula de insecto, comprendiendo dicho polinucleétido de
ADN

un polinucleétido de ADN promotor que comprende una secuencia funcional de nucleétidos con una identidad
de secuencia de al menos el 80% con la SEC ID N° 68, restos 7-586, teniendo dicha secuencia funcional de
nucledtidos actividad promotora en una célula S2 de Drosophila, en el que la secuencia comprende una
secuencia con una identidad de secuencia de al menos el 80% con la SEC ID N° 37 y con actividad promotora
en una célula S2 de Drosophila.

En un segundo aspecto, la presente invencion se refiere a una célula que comprende el polinucleétido aislado de la
invencion.

En un aspecto adicional, la presente invencioén se refiere a un procedimiento para la produccién de un polipéptido de
interés codificado por un polinucleétido, comprendiendo el procedimiento las etapas de

(a) obtener una secuencia polinucleotidica que codifica el polipéptido de interés;

(b) insertar la secuencia polinucleotidica que codifica el polipéptido de interés en el polinucleétido aislado de la
invencion.

(c) transformar una célula huésped con el polinucleétido obtenido en la etapa (b);

(d) permitir la expresion del polinucledtido obtenido en la etapa (b) para producir el polipéptido; y (e) obtener el
polipéptido a partir de la misma.

Breve descripcion de las figuras

Fig. 1: Nivel normalizado de expresién de proteinas en comparacion con el promotor pOPIE2 en el vector
p2ZOP2F para diferentes transfecciones de un promotor Actin5C mutante para transformaciones estables y
transitorias. (b)..(d) se refiere a transfecciones diferentes usando el plasmido pHP11 que contiene el promotor
de Actina5C mutante.

Fig. 2: Nivel de expresion del promotor de HSP70 de longitud completa y truncado durante la expresion
transitoria. Se usé pOPIE2 como control en el experimento.

Fig. 3: Nivel de produccion de RANKL para lineas celulares estables usando seis diferentes promotores para
dirigir la expresién de proteinas. Estos incluyen tres versiones del promotor de Actina5C mutado (el promotor
de longitud completa, (2) una version truncada (vector pHP17) y (3) la versiéon de truncamiento mas corta de
612 pb), dos versiones del promotor de HSP70 (el promotor de HSP70 truncado y el promotor central de
HSP70) y el promotor pOPIE2 como control.

Fig. 4: Niveles normalizados de expresion conseguidos durante la transfeccién transitoria. Estos incluyen tres
versiones del promotor de Actina5C mutado (el promotor de longitud completa, (2) una versioén truncada (vector
pHP17) y (3) la version de truncamiento mas corta de 612 pb), el promotor de HSP70 truncado y el promotor
pOPIE2 como control.

Fig. 5: Niveles de expresion en transfeccion transitoria de pOPIE2 y los promotores central de Actina5C y
central de HSP70.

La Fig. 6 ilustra un vector adecuado, el vector pHP15c_su(hw), de acuerdo con la invencion
La Fig. 7 ilustra un vector adecuado, el vector pHP15c, de acuerdo con la invencion.

Fig. 8: Comparacion de los niveles de expresion del promotor hibrido central de Actina-HSP70 y el promotor
truncado de Actina 5c (llamado Promotor p1_var 2 en el grafico). Experimentos duplicados de expresion
transitoria. (Véase la tabla A3 para los datos sin procesar).

Fig. 9: Efecto de afiadir el intron o dos regiones de uniéon a matriz flanqueantes al vector pHP34s-hibrido. Los
experimentos se realizaron como experimentos triplicados en matraz de agitacion usando lineas celulares
policlonales estables preparadas a partir de transfecciones triplicadas independientes. (Véase la tabla A2 para
los datos sin procesar).

Fig. 10: Mapas de vector.
(A) Mapa de vector para el vector pHP34s-hibrido que contiene una region codificante de RANKL.

(B) El vector pHP34s original que contiene el promotor truncado de actina 5c. El promotor hibrido consiste
en la parte cadena arriba del promotor truncado de actina 5¢c (menos el promotor central de Actina 5c), y
el promotor central de HSP70.
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Fig. 11: Mapa de vector para pHP34s-hibrido-hSAR-FR que contiene RANKL. Las regiones de uniéon a matriz
hSAR o HSP70 se insertaron en orientacion directa o inversa, flanqueando el casete de expresion. Los
elementos hSAR también se insertaron en las mismas posiciones en las otras tres posibles orientaciones
(inversa - inversa; inversa - directa, directa - directa).

Fig. 12: Mapa de vector para pHP34s-hibrido.i que contiene una secuencia codificante para la proteina RANKL.
La "i" indica la insercién de un intrén cadena arriba del codén de inicio ATG. El intrén se indica como "intrn" en
el mapa de vector.

Fig. 13: Nivel de expresion de RANKL de pHP34s-hibrido (llamado: hibrido) y pHP34s-hibrido.i (que contiene el
intrén, llamado: Hibrido_ ARN+), en comparacion con dos vectores disponibles en el mercado. (Véase la tabla
A1 para los datos RAW).

Fig. 14: pHP34s-hibrido con LIC posibilitado para la expresion extracelular con marca His C-terminal usando la
secuencia sefial BIP. El gen SacB confiere sensibilidad a sacarosa a células de E. coli. El gen SacB debe
retirarse durante la clonacion LIC por digestion de restriccion y remplazarse con el gen de interés. Si el gen
SacB no se remplaza, actuara como marcador de contra-seleccion para eliminar las colonias de fondo
(incorrectas). Los sitios LIC se indican como 5’ LIC y LIC3- CTHF. Este vector particular tiene la secuencia
expuesta en la SEC ID N° 69. Las SEC ID N° 69-73 muestran vectores similares donde esta posibilitada la
marca His N- o C- terminal con o sin un sitio de proteasa TEV, para permitir la expresién intra- o extracelular.

Descripcion detallada de la invencién

Como ha analizado anteriormente, los inventores de la presente invencion han encontrado promotores altamente
eficaces particulares asi como elementos reguladores y su combinaciéon adecuada para la expresion de alto nivel de
proteinas heterdlogas en células de insecto.

Una "expresion heteréloga" como se usa en el presente documento se refiere a la expresion de un polipéptido no
expresado y secretado normalmente por la célula huésped usada para expresar ese polipéptido particular. La
expresion "polinucleétido de ADN promotor" como se usa en el presente documento significa una secuencia de
nucledtidos que proporciona a una célula las secuencias reguladoras para la expresion de una secuencia codificante
unida de forma funcional a la misma. En general, una secuencia codificante esta localizada 3’ a una secuencia
promotora. El polinucleétido de ADN promotor puede consistir en elementos proximales y mas distales cadena arriba
asi como otros fragmentos o elementos funcionales, a menudo mencionados los ultimos elementos como
potenciadores.

Como se usa en el presente documento la expresiones "fragmento funcional”, "elementos" y "potenciadores” se
refieren a secuencias de ADN vy partes del promotor, que pueden estimular la actividad promotora y pueden ser un
elemento innato del promotor o un elemento heterélogo insertado para potenciar el nivel o especificidad tisular de un
promotor. Los especialistas en la técnica entenderan que diferentes promotores pueden dirigir la expresion de un
gen en diferentes tejidos o tipos celulares, o en diferentes fases del desarrollo, o en respuesta a diferentes
condiciones ambientales. Un promotor no regulado que permite la transcripcion continua de su gen asociado a
menudo se menciona como "promotor constitutivo".

Salvo que se indique de otro modo la expresion "identidad de secuencia" para acidos nucleicos, como se usa en el
presente documento, se refiere a la identidad de secuencia calculada como (nrer - naif):100/nref, en la que ndir es la
cantidad total de restos no idénticos en las dos secuencias cuando se alinean y en la que nrer es la cantidad de
restos en una de las secuencias. Por tanto, la secuencia de ADN agtcagtc tendra una identidad de secuencia del
75% con la secuencia aatcaatc (nai=2 y nre=8).

En algunas realizaciones, la identidad de secuencia se determina por procedimientos convencionales, por ejemplo,
Smith y Waterman, 1981, Adv. Appl. Math. 2:482, por el procedimiento de busqueda de similitud de Pearson y
Lipman, 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444, usando el algoritmo CLUSTAL W de Thompson y col., 1994,
Nucleic Acids Res 22:467380, por implementaciones informaticas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA, y
TFASTA en el Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Computer Group). También puede usarse el
algoritmo BLAST (Altschul y col., 1990, Mol. Biol. 215:403-10) para el cual puede obtenerse el software a través del
National Center for Biotechnology Information www.ncbi.nim.nih.gov/). Cuando se usa cualquiera de los algoritmos
mencionados anteriormente, se usan los parametros por defecto para longitud de "ventana", penalizacion por hueco,
etc.

Una "secuencia quimérica de nucleétidos" como se usa en el presente documento se refiere a una secuencia de
nucledtidos que consiste en una primera secuencia de nucleétidos obtenida de una primera secuencia original de
nucledtidos fusionada con una segunda secuencia de nucleotidos obtenida de una segunda secuencia original de
nucledtidos, en que la primera y segunda secuencias originales no estan fusionadas normalmente entre si en la
misma secuencia.

Cuando se indica que un primer polinucleétido muestra un "nivel de expresion de proteinas" mejorado/mayor en
comparacion con un segundo polinucledtido, en el presente documento se entiende que el primer polinucleétido
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proporciona una cantidad mayor de producto de expresion proteica recuperable que el segundo polinucleétido
cuando se transforma o cultiva una célula de referencia (tipicamente una célula de insecto, tal como una célula S2
de Drosophila) con los polinucledétidos para obtener la expresion de los polinucleétidos en condiciones idénticas.

Una "célula S2" se refiere a una célula de la linea celular embrionaria Schneider-2 de Drosophila melanogaster, que
esta disponible, i.a. en DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Inhoffenstralle 7
B, 38124 Braunschweig, Alemania con el numero de depdsito DSMZ ACC 130 y en la American Type Culture
Collection (ATCC), P.O. Box 1549, Manassas, VA 20108, EEUU, con el numero de depdsito CRL-1963.

En algunas realizaciones el polinucleétido de ADN promotor de acuerdo con la invencién comprende una secuencia
seleccionada entre el grupo que consiste en:

una secuencia de nucleétidos de la SEC ID N° 37, o SEC ID N° 68 con o sin secuencias flanqueantes de sitio
de restriccion en cualquiera de los extremos.

En algunas realizaciones el polinucle6tido de ADN promotor comprende una secuencia de nucleétidos de la SEC ID
N° 37. En algunas realizaciones el polinucleétido de ADN promotor comprende una secuencia de nucleétidos de la
SEC ID N° 68, que carece opcionalmente de los restos 1 0 1-2 0 1-3 0 1-4 0 1-5 0 1-6 y/o que carece opcionalmente
de los restos 587-592 o 588-592 o0 589-592 o0 590-592 o0 591-592 o 592.

En algunas realizaciones el polinucleétido de ADN promotor de acuerdo con la invencién comprende una secuencia
funcional de nucledtidos con una identidad de secuencia de al menos el 80% con una secuencia cualquiera de la
SECIDN°3,SECIDN°4, SECIDN°5, SEC ID N°6, SEC ID N° 33, SEC ID N° 36, SEC ID N° 37 0 SEC ID N° 68
teniendo dicha secuencia funcional de nucleétidos actividad promotora en una célula S2 de Drosophila.

En algunas realizaciones el polinucleétido de ADN promotor de acuerdo con la invencién comprende una secuencia
con una identidad de secuencia de al menos el 80% con la secuencia de la SEC ID N° 37. En algunas realizaciones
el polinucleétido de ADN promotor de acuerdo con la invencion comprende una secuencia con una identidad de
secuencia de al menos el 80% con la secuencia de la SEC ID N° 68. En realizaciones especificas, la identidad de
secuencia en cada uno de estos casos es de al menos el 85%, tal como de al menos el 90%, tal como de al menos
el 95%, tal como de al menos el 98%.

En el presente documento se desvela un polinucleétido de ADN promotor que comprende un fragmento funcional de
al menos 80 nucleétidos contiguos de una secuencia cualquiera de la SEC ID N° 3, SEC ID N° 4, SEC ID N° 5, SEC
ID N° 6, SEC ID N° 33, SEC ID N° 36, SEC ID N° 37, 0 SEC ID N° 68.

En el presente documento se desvela un polinucleétido de ADN promotor que comprende un fragmento funcional de
al menos 80 nucledtidos contiguos de una secuencia cualquiera de la SEC ID N° 3, SEC ID N° 4, SEC ID N° 5, SEC
ID N° 6, SEC ID N° 33, SEC ID N° 36, o SEC ID N° 37, o SEC ID N° 68 teniendo dicho fragmento funcional actividad
promotora en una célula S2 de Drosophila.

El polinucleotido de ADN promotor de acuerdo con la invencion se define en las reivindicaciones adjuntas.

En algunas realizaciones el polinucledtido de ADN promotor de acuerdo con la invencion comprende un fragmento
funcional de al menos 80 nucledtidos contiguos de la secuencia de la SEC ID N° 3. En algunas realizaciones el
polinucleétido de ADN promotor de acuerdo con la invencién comprende un fragmento funcional de al menos 80
nucledtidos contiguos de la secuencia de la SEC ID N° 4. En algunas realizaciones el polinucleétido de ADN
promotor de acuerdo con la invencidon comprende un fragmento funcional de al menos 80 nucleétidos contiguos de la
secuencia de la SEC ID N° 5. En algunas realizaciones el polinucleétido de ADN promotor de acuerdo con la
invencion comprende un fragmento funcional de al menos 80 nucledtidos contiguos de la secuencia de la SEC ID N°
6. En algunas realizaciones el polinucleétido de ADN promotor de acuerdo con la invencion comprende un fragmento
funcional de al menos 80 nucledtidos contiguos de la secuencia de la SEC ID N° 33. En algunas realizaciones el
polinucleétido de ADN promotor de acuerdo con la invencién comprende un fragmento funcional de al menos 80
nucleétidos contiguos de la secuencia de la SEC ID N° 68.

En el presente documento se desvela un polinucleétido de ADN promotor que comprende una secuencia con una
identidad de secuencia de al menos el 80% con el fragmento funcional de al menos 80 nucleétidos contiguos de una
secuencia cualquiera de la SEC ID N° 3, SEC ID N° 4, SEC ID N° 5, SEC ID N° 6, SEC ID N° 33, SEC ID N° 36, SEC
ID N° 37 o SEC ID N° 68.

En el presente documento se desvela un polinucleétido de ADN promotor que comprende una secuencia funcional
de nucledtidos con una identidad de secuencia de al menos el 80% con dicho fragmento funcional de al menos 6
nucleétidos contiguos de una secuencia cualquiera de la SEC ID N° 3, SEC ID N° 4, SEC ID N° 5, SEC ID N° 6, SEC
ID N° 33, SEC ID N° 36, SEC ID N° 37 o SEC ID N° 68, teniendo dicha secuencia funcional de nucleétidos actividad
promotora en una célula S2 de Drosophila.

En algunas realizaciones el polinucleétido de ADN promotor de acuerdo con la invencién comprende una secuencia
con una identidad de secuencia de al menos el 80% con el fragmento funcional de al menos 80 nucledtidos
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contiguos de la secuencia de la SEC ID N° 3. En algunas realizaciones el polinucleétido de ADN promotor de
acuerdo con la invencién comprende una secuencia con una identidad de secuencia de al menos el 80% con el
fragmento funcional de al menos 80 nucleétidos contiguos de la secuencia de la SEC ID N° 4. En algunas
realizaciones el polinucleétido de ADN promotor de acuerdo con la invencién comprende una secuencia con una
identidad de secuencia de al menos el 80% con el fragmento funcional de al menos 80 nucleétidos contiguos de la
secuencia de la SEC ID N° 5. En algunas realizaciones el polinucleétido de ADN promotor de acuerdo con la
invencion comprende una secuencia con una identidad de secuencia de al menos el 80% con el fragmento funcional
de al menos 80 nucledtidos contiguos de la secuencia de la SEC ID N° 6. En algunas realizaciones el polinucleétido
de ADN promotor de acuerdo con la invencion comprende una secuencia con una identidad de secuencia de al
menos el 80% con el fragmento funcional de al menos 80 nucledtidos contiguos de la secuencia de la SEC ID N° 33.
En algunas realizaciones el polinucleétido de ADN promotor de acuerdo con la invencién comprende una secuencia
con una identidad de secuencia de al menos el 80% con el fragmento funcional de al menos 80 nucledtidos
contiguos de la secuencia de la SEC ID N° 37. En algunas realizaciones el polinucleétido de ADN promotor de
acuerdo con la invencién comprende una secuencia con una identidad de secuencia de al menos el 80% con el
fragmento funcional de al menos 80 nucledtidos contiguos de la secuencia de la SEC ID N° 68.

En el presente documento se desvela un polinucleétido de ADN promotor que comprende una secuencia quimérica
que comprende dos o mas secuencias seleccionadas entre el siguiente grupo

una secuencia de nucledtidos de la SEC ID N° 3, SEC ID N° 4, SEC ID N° 5, SEC ID N° 6, SEC ID N° 33, SEC ID N°
36, 0 SEC ID N° 37;

una secuencia con una identidad de secuencia de al menos el 80% con una secuencia cualquiera de la SEC ID N° 3,
SECID N°4, SECID N°5, SEC ID N° 6, SEC ID N° 33, SEC ID N° 36, o SEC ID N° 37;

un fragmento funcional de al menos 80 nucledétidos contiguos de una secuencia cualquiera de la SEC ID N° 1, SEC
IDN°2, SECIDN°3, SECID N°4, SEC ID N°5, SEC ID N° 6, SEC ID N° 33, SEC ID N° 36, o SEC ID N° 37;

una secuencia con una identidad de secuencia de al menos el 80% con un fragmento funcional de al menos 80
nucledtidos contiguos de una secuencia cualquiera de la SEC ID N° 1, SEC ID N° 2, SEC ID N° 3, SEC ID N° 4, SEC
ID N° 5, SEC ID N° 6, SEC ID N° 33, SEC ID N° 36, o SEC ID N° 37.

Un ejemplo de dicha secuencia quimérica es la secuencia promotora hibrida expuesta en la SEC ID N° 68.

En el presente documento se desvela un polinucleétido de ADN promotor que comprende una secuencia quimérica
de nucleétidos que comprende dos 0 mas secuencias seleccionadas entre

(i) una secuencia de nucleétidos de la SEC ID N° 1, SEC ID N° 2, SEC ID N° 3, SEC ID N° 4, SEC ID N° 5,
SEC ID N° 6, SEC ID N° 33, SEC ID N° 36, o SEC ID N° 37;

(ii) una secuencia funcional de nucleétidos con una identidad de secuencia de al menos el 80% con una
secuencia cualquiera de (i) y que tiene actividad promotora en una célula S2 de Drosophila;

(iii) un nucledtido que es un fragmento funcional de al menos 80 nucleétidos contiguos de una secuencia
cualquiera de (i) o (ii), teniendo dicho fragmento funcional actividad promotora en una célula S2 de Drosophila;

y

(iv) una secuencia funcional de nucledtidos con una identidad de secuencia de al menos el 80% con dicho
fragmento funcional de (iii) y que tiene actividad promotora en una célula S2 de Drosophila.

El polinucleétido de ADN promotor puede comprender una secuencia quimérica de nucleétidos como se define en
(vi) anterior.

En algunos aspectos el fragmento funcional de al menos 80 nucledtidos contiguos es de al menos 81, tal como al
menos 82, tal como al menos 83, tal como al menos 84, tal como al menos 85, tal como al menos 86, tal como al
menos 87, tal como al menos 88, tal como al menos 89, tal como al menos 90, tal como al menos 91, tal como al
menos 92, tal como al menos 93, tal como al menos 94, tal como al menos 95, tal como al menos 96, tal como al
menos 97, tal como al menos 98, tal como al menos 99, tal como al menos 100, tal como al menos 101, tal como al
menos 102, tal como al menos 103, tal como al menos 104, tal como al menos 105, tal como al menos 106, tal como
al menos 107, tal como al menos 108, tal como al menos 109, tal como al menos 110, tal como al menos 111, tal
como al menos 112, tal como al menos 113, tal como al menos 114, tal como al menos 115, tal como al menos 116,
tal como al menos 117, tal como al menos 118, tal como al menos 119, tal como al menos 120, tal como al menos
121, tal como al menos 122, tal como al menos 123, tal como al menos 124, tal como al menos 125, tal como al
menos 126, tal como al menos 127, tal como al menos 128, tal como al menos 129, tal como al menos 130, tal como
al menos 131, tal como al menos 132, tal como al menos 133, tal como al menos 134, tal como al menos 135, tal
como al menos 136, tal como al menos 137, tal como al menos 138, tal como al menos 139, tal como al menos 140,
tal como al menos 141, tal como al menos 142, tal como al menos 143, tal como al menos 144, tal como al menos
145, tal como al menos 146, tal como al menos 147, tal como al menos 148, tal como al menos 149, tal como al
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menos 150, tal como al menos 151, tal como al menos 152, tal como al menos 153, tal como al menos 154, tal como
al menos 155, tal como al menos 156, tal como al menos 157, tal como al menos 158, tal como al menos 159, tal
como al menos 160, tal como al menos 161, tal como al menos 162, tal como al menos 163, tal como al menos 164,
tal como al menos 165, tal como al menos 166, tal como al menos 167, tal como al menos 168, tal como al menos
169, tal como al menos 170, tal como al menos 171, tal como al menos 172, tal como al menos 173, tal como al
menos 174, tal como al menos 175, tal como al menos 176, tal como al menos 177, tal como al menos 178, tal como
al menos 179, tal como al menos 180, tal como al menos 181, tal como al menos 182, tal como al menos 183, tal
como al menos 184, tal como al menos 185, tal como al menos 186, tal como al menos 187, tal como al menos 188,
tal como al menos 189, tal como al menos 190, tal como al menos 191, tal como al menos 192, tal como al menos
193, tal como al menos 194, tal como al menos 195, tal como al menos 196, tal como al menos 197, tal como al
menos 198, tal como al menos 199, tal como al menos 200, tal como al menos 201, tal como al menos 202, tal como
al menos 203, tal como al menos 204, tal como al menos 205, tal como al menos 206, tal como al menos 207, tal
como al menos 208, tal como al menos 209, tal como al menos 210, tal como al menos 211, tal como al menos 212,
tal como al menos 213, tal como al menos 214, tal como al menos 215, tal como al menos 216, tal como al menos
217, tal como al menos 218, tal como al menos 219, tal como al menos 220, tal como al menos 221, tal como al
menos 222, tal como al menos 223, tal como al menos 224, tal como al menos 225, tal como al menos 226, tal como
al menos 227, tal como al menos 228, tal como al menos 229, tal como al menos 230, tal como al menos 231, tal
como al menos 232, tal como al menos 233, tal como al menos 234, tal como al menos 235, tal como al menos 236,
tal como al menos 237, tal como al menos 238, tal como al menos 239, tal como al menos 240, tal como al menos
241, tal como al menos 242, tal como al menos 243, tal como al menos 244, tal como al menos 245, tal como al
menos 246, tal como al menos 247, tal como al menos 248, tal como al menos 249, tal como al menos 250, tal como
al menos 251, tal como al menos 252, tal como al menos 253, tal como al menos 254, tal como al menos 255, tal
como al menos 256, tal como al menos 257, tal como al menos 258, tal como al menos 259, tal como al menos 260,
tal como al menos 261, tal como al menos 262, tal como al menos 263, tal como al menos 264, tal como al menos
265, tal como al menos 266, tal como al menos 267, tal como al menos 268, tal como al menos 269, tal como al
menos 270, tal como al menos 271, tal como al menos 272,, tal como al menos 273, tal como al menos 274, tal
como al menos 275, tal como al menos 276, tal como al menos 277, tal como al menos 278, tal como al menos 279,
tal como al menos 280, tal como al menos 281, tal como al menos 282, tal como al menos 283, tal como al menos
284, tal como al menos 285, tal como al menos 286, tal como al menos 287, tal como al menos 288, tal como al
menos 289, tal como al menos 290, tal como al menos 291, tal como al menos 292, tal como al menos 293, tal como
al menos 294, tal como al menos 295, tal como al menos 296, tal como al menos 297, tal como al menos 298, tal
como al menos 299, tal como al menos 300, tal como al menos 301, tal como al menos 302, tal como al menos 303,
tal como al menos 304, tal como al menos 305, tal como al menos 306, tal como al menos 307, tal como al menos
308, tal como al menos 309, tal como al menos 310, tal como al menos 311, tal como al menos 312, tal como al
menos 313, tal como al menos 314, tal como al menos 315, tal como al menos 316, tal como al menos 317, tal como
al menos 318, tal como al menos 319, tal como al menos 320, tal como al menos 321, tal como al menos 322, tal
como al menos 323, tal como al menos 324, tal como al menos 325, tal como al menos 326, tal como al menos 327,
tal como al menos 328, tal como al menos 329, tal como al menos 330, tal como al menos 331, tal como al menos
332, tal como al menos 333, tal como al menos 334, tal como al menos 335, tal como al menos 336, tal como al
menos 337, tal como al menos 338, tal como al menos 339, tal como al menos 340, tal como al menos 341, tal como
al menos 342, tal como al menos 343, tal como al menos 344, tal como al menos 345, tal como al menos 346, tal
como al menos 347, tal como al menos 348, tal como al menos 349, tal como al menos 350, tal como al menos 351,
tal como al menos 352, tal como al menos 353, tal como al menos 354, tal como al menos 355, tal como al menos
356, tal como al menos 357, tal como al menos 358, tal como al menos 359, tal como al menos 360, tal como al
menos 361, tal como al menos 362, tal como al menos 363, tal como al menos 364, tal como al menos 365, tal como
al menos 366, tal como al menos 367, tal como al menos 368, tal como al menos 369, tal como al menos 370, tal
como al menos 371, tal como al menos 372, tal como al menos 373, tal como al menos 374, tal como al menos 375,
tal como al menos 376, tal como al menos 377, tal como al menos 378, tal como al menos 379, tal como al menos
380, tal como al menos 381, tal como al menos 382, tal como al menos 383, tal como al menos 384, tal como al
menos 385, tal como al menos 386, tal como al menos 387, tal como al menos 388, tal como al menos 389, tal como
al menos 390, tal como al menos 391, tal como al menos 392, tal como al menos 393, tal como al menos 394, tal
como al menos 395, tal como al menos 396, tal como al menos 397, tal como al menos 398, tal como al menos 399,
tal como al menos 400, tal como al menos 401, tal como al menos 402, tal como al menos 403, tal como al menos
404, tal como al menos 405, tal como al menos 406, tal como al menos 407, tal como al menos 408, tal como al
menos 409, tal como al menos 410, tal como al menos 411, tal como al menos 412, tal como al menos 413, tal como
al menos 414, tal como al menos 415, tal como al menos 416, tal como al menos 417, tal como al menos 418, tal
como al menos 419, tal como al menos 420, tal como al menos 421, tal como al menos 422, tal como al menos 423,
tal como al menos 424, tal como al menos 425, tal como al menos 426, tal como al menos 427, tal como al menos
428, tal como al menos 429, tal como al menos 430, tal como al menos 431, tal como al menos 432, tal como al
menos 433, tal como al menos 434, tal como al menos 435, tal como al menos 436, tal como al menos 437, tal como
al menos 438, tal como al menos 439, tal como al menos 440, tal como al menos 441, tal como al menos 442, tal
como al menos 443, tal como al menos 444, tal como al menos 445, tal como al menos 446, tal como al menos 447,
tal como al menos 448, tal como al menos 449, tal como al menos 450, tal como al menos 451, tal como al menos
452, tal como al menos 453, tal como al menos 454, tal como al menos 455, tal como al menos 456, tal como al
menos 457, tal como al menos 458, tal como al menos 459, tal como al menos 460, tal como al menos 461, tal como
al menos 462, tal como al menos 463, tal como al menos 464, tal como al menos 465, tal como al menos 466, tal
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como al menos 467, tal como al menos 468, tal como al menos 469, tal como al menos 470, tal como al menos 471,
tal como al menos 472, tal como al menos 473, tal como al menos 474, tal como al menos 475, tal como al menos
476, tal como al menos 477, tal como al menos 478, tal como al menos 479, tal como al menos 480, tal como al
menos 481, tal como al menos 482, tal como al menos 483, tal como al menos 484, tal como al menos 485, tal como
al menos 486, tal como al menos 487, tal como al menos 488, tal como al menos 489, tal como al menos 490, tal
como al menos 491, tal como al menos 492, tal como al menos 493, tal como al menos 494, tal como al menos 495,
tal como al menos 496, tal como al menos 497, tal como al menos 498, tal como al menos 499, tal como al menos
500, tal como al menos 501, tal como al menos 502, tal como al menos 503, tal como al menos 504, tal como al
menos 505, tal como al menos 506, tal como al menos 507, tal como al menos 508, tal como al menos 509, tal como
al menos 510, tal como al menos 511, tal como al menos 512, tal como al menos 513, tal como al menos 514, tal
como al menos 515, tal como al menos 516, tal como al menos 517, tal como al menos 518, tal como al menos 519,
tal como al menos 520, tal como al menos 521, tal como al menos 522, tal como al menos 523, tal como al menos
524, tal como al menos 525, tal como al menos 526, tal como al menos 527, tal como al menos 528, tal como al
menos 529, tal como al menos 530, tal como al menos 531, tal como al menos 532, tal como al menos 533, tal como
al menos 534, tal como al menos 535, tal como al menos 536, tal como al menos 537, tal como al menos 538, tal
como al menos 539, tal como al menos 540, tal como al menos 541, tal como al menos 542, tal como al menos 543,
tal como al menos 544, tal como al menos 545, tal como al menos 546, tal como al menos 547, tal como al menos
548, tal como al menos 549, tal como al menos 550, tal como al menos 551, tal como al menos 552, tal como al
menos 553, tal como al menos 554, tal como al menos 555, tal como al menos 556, tal como al menos 557, tal como
al menos 558, tal como al menos 559, tal como al menos 560, tal como al menos 561, tal como al menos 562, tal
como al menos 563, tal como al menos 564, tal como al menos 565, tal como al menos 566, tal como al menos 567,
tal como al menos 568, tal como al menos 569, tal como al menos 570, tal como al menos 571, tal como al menos
572, tal como al menos 573, tal como al menos 574, tal como al menos 575, tal como al menos 576, tal como al
menos 577, tal como al menos 578, tal como al menos 579, tal como al menos 580, tal como al menos 581, tal como
al menos 582, tal como al menos 583, tal como al menos 584, tal como al menos 585, tal como al menos 586, tal
como al menos 587, tal como al menos 588, tal como al menos 589, tal como al menos 590, tal como al menos 591
nucleétidos contiguos.

En algunos aspectos el fragmento funcional de al menos nucleétidos contiguos es de no mas de 999 nucledtidos
contiguos, tal como no mas de 998, tal como no mas de 997, tal como no mas de 996, tal como no mas de 995, tal
como no mas de 994, tal como no mas de 993, tal como no mas de 992, tal como no mas de 991, tal como no mas
de 990, tal como no mas de 989, tal como no mas de 988, tal como no mas de 987, tal como no mas de 986, tal
como no mas de 985, tal como no mas de 984, tal como no mas de 983, tal como no mas de 982, tal como no mas
de 981, tal como no mas de 980, tal como no mas de 979, tal como no mas de 978, tal como no mas de 977, tal
como no mas de 976, tal como no mas de 975, tal como no mas de 974, tal como no mas de 973, tal como no mas
de 972, tal como no mas de 971, tal como no mas de 970, tal como no mas de 969, tal como no mas de 968, tal
como no mas de 967, tal como no mas de 966, tal como no mas de 965, tal como no mas de 964, tal como no mas
de 963, tal como no mas de 962, tal como no mas de 961, tal como no mas de 960, tal como no mas de 959, tal
como no mas de 958, tal como no mas de 957, tal como no mas de 956, tal como no mas de 955, tal como no mas
de 954, tal como no mas de 953, tal como no mas de 952, tal como no mas de 951, tal como no mas de 950, tal
como no mas de 949, tal como no mas de 948, tal como no mas de 947, tal como no mas de 946, tal como no mas
de 945, tal como no mas de 944, tal como no mas de 943, tal como no mas de 942, tal como no mas de 941, tal
como no mas de 940, tal como no mas de 939, tal como no mas de 938, tal como no mas de 937, tal como no mas
de 936, tal como no mas de 935, tal como no mas de 934, tal como no mas de 933, tal como no mas de 932, tal
como no mas de 931, tal como no mas de 930, tal como no mas de 929, tal como no mas de 928, tal como no mas
de 927, tal como no mas de 926, tal como no mas de 925, tal como no mas de 924, tal como no mas de 923, tal
como no mas de 922, tal como no mas de 921, tal como no mas de 920, tal como no mas de 919, tal como no mas
de 918, tal como no mas de 917, tal como no mas de 916, tal como no mas de 915, tal como no mas de 914, tal
como no mas de 913, tal como no mas de 912, tal como no mas de 911, tal como no mas de 910, tal como no mas
de 909, tal como no mas de 908, tal como no mas de 907, tal como no mas de 906, tal como no mas de 905, tal
como no mas de 904, tal como no mas de 903, tal como no mas de 902, tal como no mas de 901, tal como no mas
de 900, tal como no mas de 899, tal como no mas de 898, tal como no mas de 897, tal como no mas de 896, tal
como no mas de 895, tal como no mas de 894, tal como no mas de 893, tal como no mas de 892, tal como no mas
de 891, tal como no mas de 890, tal como no mas de 889, tal como no mas de 888, tal como no mas de 887, tal
como no mas de 886, tal como no mas de 885, tal como no mas de 884, tal como no mas de 883, tal como no mas
de 882, tal como no mas de 881, tal como no mas de 880, tal como no mas de 879, tal como no mas de 878, tal
como no mas de 877, tal como no mas de 876, tal como no mas de 875, tal como no mas de 874, tal como no mas
de 873, tal como no mas de 872, tal como no mas de 871, tal como no mas de 870, tal como no mas de 869, tal
como no mas de 868, tal como no mas de 867, tal como no mas de 866, tal como no mas de 865, tal como no mas
de 864, tal como no mas de 863, tal como no mas de 862, tal como no mas de 861, tal como no mas de 860, tal
como no mas de 859, tal como no mas de 858, tal como no mas de 857, tal como no mas de 856, tal como no mas
de 855, tal como no mas de 854, tal como no mas de 853, tal como no mas de 852, tal como no mas de 851, tal
como no mas de 850, tal como no mas de 849, tal como no mas de 848, tal como no mas de 847, tal como no mas
de 846, tal como no mas de 845, tal como no mas de 844, tal como no mas de 843, tal como no mas de 842, tal
como no mas de 841, tal como no mas de 840, tal como no mas de 839, tal como no mas de 838, tal como no mas
de 837, tal como no mas de 836, tal como no mas de 835, tal como no mas de 834, tal como no mas de 833, tal
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como no mas de 832, tal como no mas de 831, tal como no mas de 830, tal como no mas de 829, tal como no mas
de 828, tal como no mas de 827, tal como no mas de 826, tal como no mas de 825, tal como no mas de 824, tal
como no mas de 823, tal como no mas de 822, tal como no mas de 821, tal como no mas de 820, tal como no mas
de 819, tal como no mas de 818, tal como no mas de 817, tal como no mas de 816, tal como no mas de 815, tal
como no mas de 814, tal como no mas de 813, tal como no mas de 812, tal como no mas de 811, tal como no mas
de 810, tal como no mas de 809, tal como no mas de 808, tal como no mas de 807, tal como no mas de 806, tal
como no mas de 805, tal como no mas de 804, tal como no mas de 803, tal como no mas de 802, tal como no mas
de 801, tal como no mas de 800, tal como no mas de 799, tal como no mas de 798, tal como no mas de 797, tal
como no mas de 796, tal como no mas de 795, tal como no mas de 794, tal como no mas de 793, tal como no mas
de 792, tal como no mas de 791, tal como no mas de 790, tal como no mas de 789, tal como no mas de 788, tal
como no mas de 787, tal como no mas de 786, tal como no mas de 785, tal como no mas de 784, tal como no mas
de 783, tal como no mas de 782, tal como no mas de 781, tal como no mas de 780, tal como no mas de 779, tal
como no mas de 778, tal como no mas de 777, tal como no mas de 776, tal como no mas de 775, tal como no mas
de 774, tal como no mas de 773, tal como no mas de 772, tal como no mas de 771, tal como no mas de 770, tal
como no mas de 769, tal como no mas de 768, tal como no mas de 767, tal como no mas de 766, tal como no mas
de 765, tal como no mas de 764, tal como no mas de 763, tal como no mas de 762, tal como no mas de 761, tal
como no mas de 760, tal como no mas de 759, tal como no mas de 758, tal como no mas de 757, tal como no mas
de 756, tal como no mas de 755, tal como no mas de 754, tal como no mas de 753, tal como no mas de 752, tal
como no mas de 751, tal como no mas de 750, tal como no mas de 749, tal como no mas de 748, tal como no mas
de 747, tal como no mas de 746, tal como no mas de 745, tal como no mas de 744, tal como no mas de 743, tal
como no mas de 742, tal como no mas de 741, tal como no mas de 740, tal como no mas de 739, tal como no mas
de 738, tal como no mas de 737, tal como no mas de 736, tal como no mas de 735, tal como no mas de 734, tal
como no mas de 733, tal como no mas de 732, tal como no mas de 731, tal como no mas de 730, tal como no mas
de 729, tal como no mas de 728, tal como no mas de 727, tal como no mas de 726, tal como no mas de 725, tal
como no mas de 724, tal como no mas de 723, tal como no mas de 722, tal como no mas de 721, tal como no mas
de 720, tal como no mas de 719, tal como no mas de 718, tal como no mas de 717, tal como no mas de 716, tal
como no mas de 715, tal como no mas de 714, tal como no mas de 713, tal como no mas de 712, tal como no mas
de 711, tal como no mas de 710, tal como no mas de 709, tal como no mas de 708, tal como no mas de 707, tal
como no mas de 706, tal como no mas de 705, tal como no mas de 704, tal como no mas de 703, tal como no mas
de 702, tal como no mas de 701, tal como no mas de 700, tal como no mas de 699, tal como no mas de 698, tal
como no mas de 697, tal como no mas de 696, tal como no mas de 695, tal como no mas de 694, tal como no mas
de 693, tal como no mas de 692, tal como no mas de 691, tal como no mas de 690, tal como no mas de 689, tal
como no mas de 688, tal como no mas de 687, tal como no mas de 686, tal como no mas de 685, tal como no mas
de 684, tal como no mas de 683, tal como no mas de 682, tal como no mas de 681, tal como no mas de 680, tal
como no mas de 679, tal como no mas de 678, tal como no mas de 677, tal como no mas de 676, tal como no mas
de 675, tal como no mas de 674, tal como no mas de 673, tal como no mas de 672, tal como no mas de 671, tal
como no mas de 670, tal como no mas de 669, tal como no mas de 668, tal como no mas de 667, tal como no mas
de 666, tal como no mas de 665, tal como no mas de 664, tal como no mas de 663, tal como no mas de 662, tal
como no mas de 661, tal como no mas de 660, tal como no mas de 659, tal como no mas de 658, tal como no mas
de 657, tal como no mas de 656, tal como no mas de 655, tal como no mas de 654, tal como no mas de 653, tal
como no mas de 652, tal como no mas de 651, tal como no mas de 650, tal como no mas de 649, tal como no mas
de 648, tal como no mas de 647, tal como no mas de 646, tal como no mas de 645, tal como no mas de 644, tal
como no mas de 643, tal como no mas de 642, tal como no mas de 641, tal como no mas de 640, tal como no mas
de 639, tal como no mas de 638, tal como no mas de 637, tal como no mas de 636, tal como no mas de 635, tal
como no mas de 634, tal como no mas de 633, tal como no mas de 632, tal como no mas de 631, tal como no mas
de 630, tal como no mas de 629, tal como no mas de 628, tal como no mas de 627, tal como no mas de 626, tal
como no mas de 625, tal como no mas de 624, tal como no mas de 623, tal como no mas de 622, tal como no mas
de 621, tal como no mas de 620, tal como no mas de 619, tal como no mas de 618, tal como no mas de 617, tal
como no mas de 616, tal como no mas de 615, tal como no mas de 614, tal como no mas de 613, tal como no mas
de 612, tal como no mas de 611, tal como no mas de 610, tal como no mas de 609, tal como no mas de 608, tal
como no mas de 607, tal como no mas de 606, tal como no mas de 605, tal como no mas de 604, tal como no mas
de 603, tal como no mas de 602, tal como no mas de 601, tal como no mas de 600, tal como no mas de 599, tal
como no mas de 598, tal como no mas de 597, tal como no mas de 596, tal como no mas de 595, tal como no mas
de 594, tal como no mas de 593, tal como no mas de 592, tal como no mas de 591, tal como no mas de 590, tal
como no mas de 589, tal como no mas de 588, tal como no mas de 587, tal como no mas de 586, tal como no mas
de 585, tal como no mas de 584, tal como no mas de 583, tal como no mas de 582, tal como no mas de 581, tal
como no mas de 580, tal como no mas de 579, tal como no mas de 578, tal como no mas de 577, tal como no mas
de 576, tal como no mas de 575, tal como no mas de 574, tal como no mas de 573, tal como no mas de 572, tal
como no mas de 571, tal como no mas de 570, tal como no mas de 569, tal como no mas de 568, tal como no mas
de 567, tal como no mas de 566, tal como no mas de 565, tal como no mas de 564, tal como no mas de 563, tal
como no mas de 562, tal como no mas de 561, tal como no mas de 560, tal como no mas de 559, tal como no mas
de 558, tal como no mas de 557, tal como no mas de 556, tal como no mas de 555, tal como no mas de 554, tal
como no mas de 553, tal como no mas de 552, tal como no mas de 551, tal como no mas de 550, tal como no mas
de 549, tal como no mas de 548, tal como no mas de 547, tal como no mas de 546, tal como no mas de 545, tal
como no mas de 544, tal como no mas de 543, tal como no mas de 542, tal como no mas de 541, tal como no mas
de 540, tal como no mas de 539, tal como no mas de 538, tal como no mas de 537, tal como no mas de 536, tal

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 543 730 T3

como no mas de 535, tal como no mas de 534, tal como no mas de 533, tal como no mas de 532, tal como no mas
de 531, tal como no mas de 530, tal como no mas de 529, tal como no mas de 528, tal como no mas de 527, tal
como no mas de 526, tal como no mas de 525, tal como no mas de 524, tal como no mas de 523, tal como no mas
de 522, tal como no mas de 521, tal como no mas de 520, tal como no mas de 519, tal como no mas de 518, tal
como no mas de 517, tal como no mas de 516, tal como no mas de 515, tal como no mas de 514, tal como no mas
de 513, tal como no mas de 512, tal como no mas de 511, tal como no mas de 510, tal como no mas de 509, tal
como no mas de 508, tal como no mas de 507, tal como no mas de 506, tal como no mas de 505, tal como no mas
de 504, tal como no mas de 503, tal como no mas de 502, tal como no mas de 501, tal como no mas de 500, tal
como no mas de 499, tal como no mas de 498, tal como no mas de 497, tal como no mas de 496, tal como no mas
de 495, tal como no mas de 494, tal como no mas de 493, tal como no mas de 492, tal como no mas de 491, tal
como no mas de 490, tal como no mas de 489, tal como no mas de 488, tal como no mas de 487, tal como no mas
de 486, tal como no mas de 485, tal como no mas de 484, tal como no mas de 483, tal como no mas de 482, tal
como no mas de 481, tal como no mas de 480, tal como no mas de 479, tal como no mas de 478, tal como no mas
de 477, tal como no mas de 476, tal como no mas de 475, tal como no mas de 474, tal como no mas de 473, tal
como no mas de 472, tal como no mas de 471, tal como no mas de 470, tal como no mas de 469, tal como no mas
de 468, tal como no mas de 467, tal como no mas de 466, tal como no mas de 465, tal como no mas de 464, tal
como no mas de 463, tal como no mas de 462, tal como no mas de 461, tal como no mas de 460, tal como no mas
de 459, tal como no mas de 458, tal como no mas de 457, tal como no mas de 456, tal como no mas de 455, tal
como no mas de 454, tal como no mas de 453, tal como no mas de 452, tal como no mas de 451, tal como no mas
de 450, tal como no mas de 449, tal como no mas de 448, tal como no mas de 447, tal como no mas de 446, tal
como no mas de 445, tal como no mas de 444, tal como no mas de 443, tal como no mas de 442, tal como no mas
de 441, tal como no mas de 440, tal como no mas de 439, tal como no mas de 438, tal como no mas de 437, tal
como no mas de 436, tal como no mas de 435, tal como no mas de 434, tal como no mas de 433, tal como no mas
de 432, tal como no mas de 431, tal como no mas de 430, tal como no mas de 429, tal como no mas de 428, tal
como no mas de 427, tal como no mas de 426, tal como no mas de 425, tal como no mas de 424, tal como no mas
de 423, tal como no mas de 422, tal como no mas de 421, tal como no mas de 420, tal como no mas de 419, tal
como no mas de 418, tal como no mas de 417, tal como no mas de 416, tal como no mas de 415, tal como no mas
de 414, tal como no mas de 413, tal como no mas de 412, tal como no mas de 411, tal como no mas de 410, tal
como no mas de 409, tal como no mas de 408, tal como no mas de 407, tal como no mas de 406, tal como no mas
de 405, tal como no mas de 404, tal como no mas de 403, tal como no mas de 402, tal como no mas de 401, tal
como no mas de 400, tal como no mas de 399, tal como no mas de 398, tal como no mas de 397, tal como no mas
de 396, tal como no mas de 395, tal como no mas de 394, tal como no mas de 393, tal como no mas de 392, tal
como no mas de 391, tal como no mas de 390, tal como no mas de 389, tal como no mas de 388, tal como no mas
de 387, tal como no mas de 386, tal como no mas de 385, tal como no mas de 384, tal como no mas de 383, tal
como no mas de 382, tal como no mas de 381, tal como no mas de 380, tal como no mas de 379, tal como no mas
de 378, tal como no mas de 377, tal como no mas de 376, tal como no mas de 375, tal como no mas de 374, tal
como no mas de 373, tal como no mas de 372, tal como no mas de 371, tal como no mas de 370, tal como no mas
de 369, tal como no mas de 368, tal como no mas de 367, tal como no mas de 366, tal como no mas de 365, tal
como no mas de 364, tal como no mas de 363, tal como no mas de 362, tal como no mas de 361, tal como no mas
de 360, tal como no mas de 359, tal como no mas de 358, tal como no mas de 357, tal como no mas de 356, tal
como no mas de 355, tal como no mas de 354, tal como no mas de 353, tal como no mas de 352, tal como no mas
de 351, tal como no mas de 350, tal como no mas de 349, tal como no mas de 348, tal como no mas de 347, tal
como no mas de 346, tal como no mas de 345, tal como no mas de 344, tal como no mas de 343, tal como no mas
de 342, tal como no mas de 341, tal como no mas de 340, tal como no mas de 339, tal como no mas de 338, tal
como no mas de 337, tal como no mas de 336, tal como no mas de 335, tal como no mas de 334, tal como no mas
de 333, tal como no mas de 332, tal como no mas de 331, tal como no mas de 330, tal como no mas de 329, tal
como no mas de 328, tal como no mas de 327, tal como no mas de 326, tal como no mas de 325, tal como no mas
de 324, tal como no mas de 323, tal como no mas de 322, tal como no mas de 321, tal como no mas de 320, tal
como no mas de 319, tal como no mas de 318, tal como no mas de 317, tal como no mas de 316, tal como no mas
de 315, tal como no mas de 314, tal como no mas de 313, tal como no mas de 312, tal como no mas de 311, tal
como no mas de 310, tal como no mas de 309, tal como no mas de 308, tal como no mas de 307, tal como no mas
de 306, tal como no mas de 305, tal como no mas de 304, tal como no mas de 303, tal como no mas de 302, tal
como no mas de 301, tal como no mas de 300, tal como no mas de 299, tal como no mas de 298, tal como no mas
de 297, tal como no mas de 296, tal como no mas de 295, tal como no mas de 294, tal como no mas de 293, tal
como no mas de 292, tal como no mas de 291, tal como no mas de 290, tal como no mas de 289, tal como no mas
de 288, tal como no mas de 287, tal como no mas de 286, tal como no mas de 285, tal como no mas de 284, tal
como no mas de 283, tal como no mas de 282, tal como no mas de 281, tal como no mas de 280, tal como no mas
de 279, tal como no mas de 278, tal como no mas de 277, tal como no mas de 276, tal como no mas de 275, tal
como no mas de 274, tal como no mas de 273, tal como no mas de 272, tal como no mas de 271, tal como no mas
de 270, tal como no mas de 269, tal como no mas de 268, tal como no mas de 267, tal como no mas de 266, tal
como no mas de 265, tal como no mas de 264, tal como no mas de 263, tal como no mas de 262, tal como no mas
de 261, tal como no mas de 260, tal como no mas de 259, tal como no mas de 258, tal como no mas de 257, tal
como no mas de 256, tal como no mas de 255, tal como no mas de 254, tal como no mas de 253, tal como no mas
de 252, tal como no mas de 251, tal como no mas de 250, tal como no mas de 249, tal como no mas de 248, tal
como no mas de 247, tal como no mas de 246, tal como no mas de 245, tal como no mas de 244, tal como no mas
de 243, tal como no mas de 242, tal como no mas de 241, tal como no mas de 240, tal como no mas de 239, tal
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como no mas de 238, tal como no mas de 237, tal como no mas de 236, tal como no mas de 235, tal como no mas
de 234, tal como no mas de 233, tal como no mas de 232, tal como no mas de 231, tal como no mas de 230, tal
como no mas de 229, tal como no mas de 228, tal como no mas de 227, tal como no mas de 226, tal como no mas
de 225, tal como no mas de 224, tal como no mas de 223, tal como no mas de 222, tal como no mas de 221, tal
como no mas de 220, tal como no mas de 219, tal como no mas de 218, tal como no mas de 217, tal como no mas
de 216, tal como no mas de 215, tal como no mas de 214, tal como no mas de 213, tal como no mas de 212, tal
como no mas de 211, tal como no mas de 210, tal como no mas de 209, tal como no mas de 208, tal como no mas
de 207, tal como no mas de 206, tal como no mas de 205, tal como no mas de 204, tal como no mas de 203, tal
como no mas de 202, tal como no mas de 201, tal como no mas de 200, tal como no mas de 199, tal como no mas
de 198, tal como no mas de 197, tal como no mas de 196, tal como no mas de 195, tal como no mas de 194, tal
como no mas de 193, tal como no mas de 192, tal como no mas de 191, tal como no mas de 190, tal como no mas
de 189, tal como no mas de 188, tal como no mas de 187, tal como no mas de 186, tal como no mas de 185, tal
como no mas de 184, tal como no mas de 183, tal como no mas de 182, tal como no mas de 181, tal como no mas
de 180, tal como no mas de 179, tal como no mas de 178, tal como no mas de 177, tal como no mas de 176, tal
como no mas de 175, tal como no mas de 174, tal como no mas de 173, tal como no mas de 172, tal como no mas
de 171, tal como no mas de 170, tal como no mas de 169, tal como no mas de 168, tal como no mas de 167, tal
como no mas de 166, tal como no mas de 165, tal como no mas de 164, tal como no mas de 163, tal como no mas
de 162, tal como no mas de 161, tal como no mas de 160, tal como no mas de 159, tal como no mas de 158, tal
como no mas de 157, tal como no mas de 156, tal como no mas de 155, tal como no mas de 154, tal como no mas
de 153, tal como no mas de 152, tal como no mas de 151, tal como no mas de 150, tal como no mas de 149, tal
como no mas de 148, tal como no mas de 147, tal como no mas de 146, tal como no mas de 145, tal como no mas
de 144, tal como no mas de 143, tal como no mas de 142, tal como no mas de 141, tal como no mas de 140, tal
como no mas de 139, tal como no mas de 138, tal como no mas de 137, tal como no mas de 136, tal como no mas
de 135, tal como no mas de 134, tal como no mas de 133, tal como no mas de 132, tal como no mas de 131, tal
como no mas de 130, tal como no mas de 129, tal como no mas de 128, tal como no mas de 127, tal como no mas
de 126, tal como no mas de 125, tal como no mas de 124, tal como no mas de 123, tal como no mas de 122, tal
como no mas de 121, tal como no mas de 120, tal como no mas de 119, tal como no mas de 118, tal como no mas
de 117, tal como no mas de 116, tal como no mas de 115, tal como no mas de 114, tal como no mas de 113, tal
como no mas de 112, tal como no mas de 111, tal como no mas de 110, tal como no mas de 109, tal como no mas
de 108, tal como no mas de 107, tal como no mas de 106, tal como no mas de 105, tal como no mas de 104, tal
como no mas de 103, tal como no mas de 102, tal como no mas de 101, tal como no mas de 100, tal como no mas
de 99, tal como no mas de 98, tal como no mas de 97, tal como no mas de 96, tal como no mas de 95, tal como no
mas de 94, tal como no mas de 93, tal como no mas de 92, tal como no mas de 91, tal como no mas de 90, tal como
no mas de 89, tal como no mas de 88, tal como no mas de 87, tal como no mas de 86, tal como no mas de 85, tal
como no mas de 84, tal como no mas de 83, tal como no mas de 82, tal como no mas de 81, tal como no mas de 80.

En algunas realizaciones el polinucleétido de ADN promotor de acuerdo con la invencion muestra un nivel
aumentado de expresion de proteinas en comparacion con el nivel de expresion de proteinas de uno cualquiera de
los polinucleétidos de ADN promotores que tienen la secuencia de la SEC ID N° 1 o SEC ID N° 4.

En algunas realizaciones el aumento en el nivel de expresion de proteinas es de aproximadamente el 50 por ciento
hasta aproximadamente el 300 por ciento respecto al nivel de expresion de proteinas de uno cualquiera de los
polinucleétidos de ADN promotores que tienen la secuencia de la SEC ID N° 1 o SEC ID N° 4, o al promotor pOPIE2.
En algunas realizaciones el aumento en el nivel de expresién de proteinas es de mas del 300 por ciento respecto al
nivel de expresion de proteinas de uno cualquiera de los polinucleétidos de ADN promotores que tienen la secuencia
dela SEC ID N° 1 o SEC ID N° 4, o al promotor pOPIE2.

En algunas realizaciones el aumento en el nivel de expresiéon de proteinas es de 2 veces a 10 veces respecto al
nivel de expresion de proteinas de uno cualquiera de los polinucleétidos de ADN promotores que tienen la secuencia
de la SEC ID N° 1 0 SEC ID N° 4, o al promotor pOPIE2.

En algunas realizaciones el aumento en el nivel de expresion de proteinas es de 10 veces a 100, tal como de 20 a
80, tal como de 20 a 40 veces respecto al nivel de expresion de proteinas de uno cualquiera de los polinucleétidos
de ADN promotores que tienen la secuencia de la SEC ID N° 1 o SEC ID N° 4, o al promotor pOPIE2.

Debe entenderse que el aumento en la actividad se mide y compara con la referencia en condiciones iguales y
convencionales.

En algunas realizaciones el polinucleétido de ADN aislado de acuerdo con la invencién comprende adicionalmente
un marcador de seleccion, tal como un marcado de seleccidon seleccionado entre el grupo que consiste en un
marcador de seleccion de Zeocina, un marcador de seleccién de Neomicina, un marcador de seleccion de
Higromicina, un marcador de seleccion de Puromicina, y un marcador de seleccion de Blasticidina.

En algunas realizaciones el polinucleétido de ADN aislado de acuerdo con la invencién comprende adicionalmente
un promotor bacteriano, tal como el promotor bacteriano de pKANR, tal como un fragmento funcional del promotor
de Kanamicina.
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En algunas realizaciones el polinucleétido de ADN aislado de acuerdo con la invencién comprende adicionalmente
un segundo polinucledtido de ADN promotor adecuado para dirigir la expresion del marcador de seleccion en una
célula de insecto. En algunas realizaciones este segundo promotor se selecciona entre el grupo que consiste en

(i) una secuencia de nucleétidos de la SEC ID N° 1, SEC ID N° 2, SEC ID N° 3, SEC ID N° 4, SEC ID N° 5,
SEC ID N° 6, SEC ID N° 33, SEC ID N° 36, SEC ID N° 37, o una secuencia de nucleétidos que comprende los
restos 7-586 de la SEC ID N° 68;

(i) una secuencia de nucledtidos con una identidad de secuencia de al menos el 80% con una secuencia
cualquiera de (i) y que tiene actividad promotora en una célula S2 de Drosophila;

(iii) un nucledtido que es un fragmento funcional de al menos 6 nucledtidos contiguos de una secuencia
cualquiera de (i) o (ii), teniendo dicho fragmento funcional actividad promotora en una célula S2 de Drosophila;

(iv) una secuencia de nucledtidos con una identidad de secuencia de al menos el 80% con dicho fragmento
funcional de (iii) y que tiene actividad promotora en una célula S2 de Drosophila;

(v) una primera secuencia quimérica de nucleétidos que comprende dos o mas secuencias de una secuencia
cualquiera de (i), (ii), (i) y (iv), y

(vi) una segunda secuencia quimérica de nucledtidos que tiene actividad promotora en una célula S2 de
Drosophila, que comprende al menos 6 nucleotidos y que incluye tramos de nucleétidos consecutivos de al
menos 2 secuencias de nucledtidos de (iii) y/o (iv), donde cada uno de dichos tramos consecutivos en solitario
no tiene actividad promotora en una célula S2 de Drosophila.

En algunas realizaciones el polinucleétido de ADN aislado de acuerdo con la invencién comprende adicionalmente
uno o mas elementos ubicuos de abertura de la cromatina cadena arriba y/o cadena abajo respecto al sitio de
clonacion multiple.

En algunas realizaciones el polinucleétido de ADN aislado de acuerdo con la invenciéon comprende adicionalmente al
menos un elemento de aislamiento transcripcional, tal como la secuencia Su(Hw) o Gypsy (GSu(Hw)). (Mol Cell Biol.
1997 abril; 17(4): 2202-2206.)

En algunas realizaciones el polinucleétido de ADN aislado de acuerdo con la invencién comprende adicionalmente
una secuencia codificante de dihidrofolato reductasa (dhfr) adecuada para la seleccion en células de insecto.

En algunas realizaciones el polinucleotido de ADN aislado de acuerdo con la invencion comprende adicionalmente al
menos una secuencia sefal de poliadenilacion tal como la secuencia sefial poliA de SV40 y/o una sefial poliA de
OPIE2.

En algunas realizaciones el polinucleétido de ADN aislado de acuerdo con la invencién comprende adicionalmente
un origen de E. coli.

En algunas realizaciones el polinucleétido de ADN aislado de acuerdo con la invenciéon comprende adicionalmente al
menos una secuencia polinucleotidica sefial de exportacién de proteinas, tal como una seleccionada de la lista que
consiste en BIP y CPY.

En algunas realizaciones el polinucleétido de ADN aislado de acuerdo con la invencion esta esencialmente libre de
ADN viral.

En algunas realizaciones el polinucledtido de ADN aislado de acuerdo con la invenciéon comprende adicionalmente al
menos una secuencia de marca HIS. En algunas realizaciones la marca HIS es una marca HIS N-terminal. En
algunas realizaciones la secuencia de marca HIS es de acuerdo con la siguiente secuencia:
atgaaacaccaacaccaacatcaacatcaacatcaacatcaa (SEC ID N° 38)

En algunas realizaciones el polinucleétido de ADN aislado de acuerdo con la invencién comprende adicionalmente
un sitio de clonacién multiple cadena abajo del polinucleétido de ADN promotor para la insercion del gen codificante
de un polipéptido de interés en el polinucledtido de ADN aislado.

En algunas realizaciones el polinucleétido de ADN aislado de acuerdo con la invenciéon comprende adicionalmente al
menos un elemento de 72 pb de SV40. En algunas realizaciones el polinucleétido de ADN aislado de acuerdo con la
invencion comprende adicionalmente dos elementos de 72 pb de SV40. En algunas realizaciones el polinucleétido
de ADN aislado de acuerdo con la invencién comprende adicionalmente al menos un elemento de 72 pb de SV40
cadena arriba del promotor y al menos un elemento de 72 pb de SV40 cadena abajo del promotor.

En algunas realizaciones el polinucleétido de ADN aislado de acuerdo con la invenciéon comprende adicionalmente al
menos un elemento PRE del virus de la Hepatitis B. En algunas realizaciones el elemento PRE del virus de la
Hepatitis B es de acuerdo con la SEC ID N° 40, tal como los nucleétidos 10 a 574 de la SEC ID N° 40.
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En algunas realizaciones el polinucleétido de ADN aislado de acuerdo con la invenciéon comprende adicionalmente al
menos un elemento de control de amplificacion.

En algunas realizaciones el polinucleétido de ADN aislado de acuerdo con la invenciéon comprende adicionalmente al
menos un elemento Ori-beta.

En algunas realizaciones el polinucleétido de ADN aislado de acuerdo con la invenciéon comprende adicionalmente al
menos un elemento de regidon de unidon a matriz (MAR).

En algunas realizaciones la secuencia polinucleotidica de ADN promotor de acuerdo con la invencion controla la
expresion de un gen u otra secuencia de ADN a la cual esta unida.

En algunas realizaciones el polinucleétido de ADN aislado de acuerdo con la invenciéon comprende adicionalmente al
menos una secuencia polinucleotidica que codifica un polipéptido heterélogo a la secuencia polinucleotidica de ADN
promotor.

En algunas realizaciones el polinucleétido de ADN aislado de acuerdo con la invencién es un vector de clonacion.
En algunas realizaciones el polinucleétido de ADN aislado de acuerdo con la invencién es un vector de expresion.

Un aspecto se refiere a una célula que comprende el polinucleétido de ADN aislado de acuerdo con la invencion. En
algunas realizaciones la célula es una célula de insecto. En algunas realizaciones la célula es una célula de
Drosophila melanogaster. En algunas realizaciones la célula es una célula S2 de Drosophila melanogaster.

En algunas realizaciones la célula que comprende el polinucleétido de ADN aislado de acuerdo con la invencion se
transfecta de forma estable con dicho polinucleétido de ADN aislado.

Como se usa en el presente documento "transfectada de forma estable" se refiere a una célula que se ha
transfectado con un polinucleétido de ADN de acuerdo con la invencion para producir lineas permanentes de células
cultivadas con un nuevo gen insertado en su genoma. Habitualmente esto se hace uniendo el gen deseado con un
gen "de seleccion", es decir, un gen que confiere resistencia a un antibiético (como Zeocina). Tras poner el
antibiotico en el medio de cultivo, solamente sobreviviran aquellas células que incorporan el gen de resistencia, y
esencialmente todas ellas habran sido también capaces de incorporan el polinucleétido de ADN de acuerdo con la
invencion.

Un "vector de clonaciéon" significa un ADN plasmidico que puede usarse para insertar un fragmento de ADN de
interés en una célula huésped, normalmente para producir multiples copias del fragmento y por tanto del vector.

"Vector de expresion" significa un ADN plasmidico o viral que contiene sefales reguladoras necesarias para la
sintesis de ARNm derivado de secuencias génicas, que pueden insertarse en el vector. Las secuencias génicas son,
por ejemplo, un polinucledtido quimérico como se ha definido anteriormente.

Una "secuencia de poliadenilacion" como se usa en el presente documento se refiere a una secuencia de ADN que
cuando se transcribe se reconoce por el huésped de expresion para afiadir restos de poliadenosina al ARNm
transcrito. Se une de forma funcional al extremo 3’ del ADN que codifica el polipéptido a expresar. Las secuencias
adecuadas de poliadenilacion incluyen la cola poliA de OPIE2 y la cola poliA tardia de SV40 como se describe en
Angelichio y col. 1991, Comparison of several promoters and polyadenylation signals for use in heterologous gene
expression in cultured Drosophila cells, Nucleic Acids Research, Vol. 19, N° 18 5037-5043.

Un "marcador de seleccion" como se usa en el presente documento se refiere a un elemento genético presente en
un vector de expresion que, cuando se expresa, proporciona una indicacion de transformacién satisfactoria de la
célula huésped. Por ejemplo, el marcador de seleccidon puede proporcionar a la célula huésped transformada
resistencia a un antibidtico (un marcador de tipo dominante) o la capacidad de metabolizar un nutriente particular (un
tipo auxotrofico de marcador de seleccion, es decir, un marcador que "cura" una deficiencia en el huésped).
Tipicamente, el marcador de seleccion esta bajo el control de un promotor que esta separado del promotor que
controla la expresion del gen a expresarse por el vector.

La expresion "unido de forma funcional" se refiere a la asociacién de una secuencia de acido nucleico en un Unico
fragmento de acido nucleico de modo que la funcién de uno esté afectada por el otro. Por ejemplo, un promotor esta
unido de forma funcional a una secuencia codificante cuando es capaz de afectar a la expresién de esa secuencia
codificante (es decir, que la secuencia codificante esta bajo el control transcripcional del promotor).

El término "expresion", como se usa en el presente documento, se refiere al proceso biolégico completo en una
célula huésped que se presenta desde la transcripcion y la acumulacion estable de ARNm derivado del
polinucleétido de ADN aislado de la invencion (donde éste comprende adicionalmente una secuencia
polinucleotidica que codifica un polipéptido) a través de la posterior traduccion del ARNm en un producto
polipeptidico y finalmente hasta las modificaciones post-traduccionales del producto polipeptidico realizadas por la
célula huésped. "Sobre-expresion” se refiere a la produccion de un producto génico en células transformadas que
excede los niveles de produccion en células no transformadas normales.
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Como se usa en el presente documento "secuencia polinucleotidica sefial de exportacion de proteinas” se refiere a
una secuencia que dirige o facilita la translocacion de una proteina expresada a través de la membrana de la célula
huésped de expresion. Una "secuencia polinucleotidica sefal de exportacion de proteinas" puede estar presente en
el extremo N-terminal de un polipéptido precursor (un pre-péptido o pre-pro-péptido) para dirigir su translocacion a
través de una membrana. Tipicamente, un polipéptido precursor se procesa por escision de la secuencia sefial para
generar un péptido maduro o un pro-péptido. Si el producto de eliminaciéon por escision del péptido sefial es un
propéptido, el péptido maduro sera el producto de las posteriores modificaciones post-traduccionales que implican
eliminacion adicional de aminoacidos.

Otra "secuencia polinucleotidica sefial de exportacion de proteinas" adecuada dentro de esta definicion incluye la
secuencia sefial BiP de Drosophila para la secrecion y CPY.

La proteina BiP de Drosophila codifica una proteina chaperona de unién a inmunoglobulina. Esa sefal de secrecion
dirige de forma eficaz altos niveles de BiP en la via de secrecion de células S2 (véase Kirkpatrick, R.B. y col. (1995)
J. Biol. Chem. 270: 19800-19805).

Las expresiones "elemento ubicuo de abertura de la cromatina”" o "UCOE" como se usan en el presente documento
se refieren a una secuencia de ADN que abre la cromatina o mantiene la cromatina en un estado abierto y facilita la
expresion reproducible de un gen unido de forma funcional en células.

Las expresiones "regidon de union a matriz" o "MAR" o "regiéon de union a armazén/matriz" como se usan en el
presente documento se refieren a una secuencia de nucleétidos en el ADN de cromosomas eucariotas donde se une
la matriz nuclear. Las MAR median la organizacion estructural de la cromatina dentro del nucleo. Estos elementos
constituyen puntos de anclaje del ADN para el armazén de cromatina y sirven para organizar la cromatina en
dominios estructurales. Estudios sobre genes individuales condujeron a la conclusion de que la organizacion
dinamica y compleja de la cromatina mediada por elementos S/MAR desempefia un papel importante en la
regulacion de la expresion génica.

Las expresiones "elemento de control de amplificacién" o "Ace" como se usan en el presente documento se refieren
a un elemento, que esta implicado en el inicio de la amplificacion del ADN desde el origen de replicacion. Los
analisis de delecion de construcciones transgénicas derivadas del tercer grupo de cromosomas han identificado un
elemento de control de amplificacion de 320 pb (ACE3) necesario para la amplificacion. Por tanto, dentro de esta
definicion se incluye el elemento ACE3 de D. melanogaster. Se incluyen dentro de esta definicién también las
regiones potenciadoras de la amplificacion (AER).

Las expresiones "elemento Ori-beta" u "oriB" como se usan en el presente documento se refieren a un origen de
replicacion. El origen de replicacion (también llamado el origen de la replicacion) es una secuencia particular en una
genoma o plésmido en que se inicia la replicacién. Esta puede ser replicacién de ADN en organismos vivos tales
como procariotas y eucariotas, o replicacion de ARN en virus de ARN, tales como virus de ARN bicatenario. La
replicacion del ADN puede proceder desde este punto de forma bidireccional o unidireccional. El origen de
replicacion se une al complejo de pre-replicacion, un complejo proteico que reconoce, desenrolla, y comienza a
copiar el ADN. Un "elemento Ori-beta" especifico dentro de esta definicion es el elemento Ori-beta de D.
melanogaster.

Para los requisitos de secuencia para elementos ACE3 y ori-B funcionales véase Hongjun Zhang y John Tower,
2004, Sequence requirements for function of the Drosophila chorion gene locus ACE3 replicator and ori-b origin
elements, Development 131, 2089-2099, 2004 y Carminati y col. 1992, The Drosophila ACE3 Chorion Element
Autonomouslyinduces Amplification, MOLECULAR AND CELLULAR BIOLOGY, Mayo 1992, pag. 2444-2453.

Efecto del elemento de 72 pb de SV40 sobre vacunas de ADN

La importacion nuclear en células que no estan en division tales como células musculares es uno de los problemas
de los sistemas de suministro génico no viral. Esto puede provocar sintesis disminuida del antigeno que provocara
posteriormente una mala presentacion del antigeno. Se ha identificado una repeticion de 72 pb de la region
potenciadora de SV40 que potencia el transporte nuclear de ADN no viral en células que no estan en division. La
region potenciadora tiene varios sitios de unién a factores de transcripcion. En cuanto el plasmido entra en el
citoplasma, se une por varios factores de transcripcion permitiendo por tanto que el ADN no no viral se transfiera
rapidamente al nucleo proporcionando la sefial de localizacion nuclear (Exp Cell Res. 1999, 253, 713). También se
observo potenciacion en la expresion génica usando el vector que contenia el elemento potenciador de SV40
inyectado en musculo murino por electroporacion (Gene Ther., 2001, 8, 494).

La expresion "elementos de 72 pb de SV40" como se usa en el presente documento se refiere a la repeticion de 72
pb de la region potenciadora de SV40 que potencia el transporte nuclear de ADN no viral en células que no estan en
division. En realizaciones particulares los "elementos de 72 pb de SV40" se refieren a un elemento con la siguiente
secuencia ATGCTTTGCATACTTCTGCCTGCTGGGGAGCCTGGGGACTTTCCACACCCTAACTGACACACATTCCA
CAGCTGGTT correspondiente del nucleétido n° 10 al nucledtido n°® 86 de la SEC ID N° 39. En realizaciones
particulares los "elementos de 72 pb de SV40" se refieren a un elemento con la secuencia de la SEC ID N° 39.
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Elemento PRE del virus de la Hepatitis B (SEC ID N° 40)

Algunos ARNm eucariotas o virales contienen secuencias inhibidoras que evitan que se transporten fuera del nucleo
al citoplasma donde pueden traducirse. Los transcritos del virus S de la Hepatitis B contienen una regién, conocida
como el elemento regulador post-transcripcional (PRE) que funciona en cis para activar su transporte. Este elemento
puede sustituir parcialmente el elemento de respuesta a Rev (RRE) del virus de la inmunodeficiencia humana. Se ha
demostrado que afiadir este elemento o elementos con funcion similar en la regidon no traducida 3’ del gen que
codifica el antigeno (tal como Gag de VIH-1) puede aumentar el nivel de expresion del antigeno y mejorar las
respuestas inmunes.

La expresion "secuencia de aislamiento”, como se usa en el presente documento se refiere a secuencias de ADN
que afectan a las interacciones entre promotores y potenciadores/silenciadores y funcionan como barreras para
dispersar cromatina represora. Se incluye dentro de esta definicion la secuencia de aislamiento (su(Hw)) descrita en
Lu L, Tower J, 1997, A transcriptional insulator element, the su(Hw) binding site, protects a chromosomal DNA
replication origin from position effects, Mol Cell Biol. Abril; 17(4): 2202-2206. Entre la diversidad de secuencias con
una funcion aislante presentes en el genoma de Drosophila melanogaster, puede usarse el aislante bien estudiado y
quiza mas fuerte que consiste en sitios de union reiterados para la proteina Su(Hw), encontrado por primera vez en
el retrotransposon gypsy. El aislante Su(Hw) es un modulador versatil de interacciones reguladoras, que bloque mas
de una veintena de diferentes potenciadores. Recientemente, se ha descubierto un aislante dependiente de Su(Hw)
enddgeno pero estructuralmente distinto entre los genes yellow y achaete.

La expresion "clonacion independiente de ligamiento” o "LIC" se usa en el presente documento de acuerdo con la
definicion de Robert E. Novy, Keith W. Yaeger y Kristin M. Kolb en el articulo "Efficient Directional Cloning of PCR
Products" (http://www.emdbiosciences. com/docs/NDIS/inno05-002.pdf), la clonacién independiente de ligamiento
(LIC) puede describirse del siguiente modo: "Se desarrollé clonacion independiente de ligamiento (LIC) para la
clonacion direccional de productos de PCR sin digestion con enzimas de restriccion o reacciones de ligamiento. Se
crean vectores LIC tratando una estructura linealizada con ADN polimerasa T4 en presencia de solamente un dNTP.
La actividad exonucleasa 3° a 5 de la ADN polimerasa T4 retira nucleétidos hasta que encuentra un resto
correspondiente al Unico dNTP presente en la mezcla de reaccién. En este punto, la actividad polimerasa 5’ a 3’ de
la enzima contrarresta la actividad exonucleasa para evitar de forma eficaz la escisién adicional. Se disefian
secuencias plasmidicas adyacentes al sitio de linealizacién para producir proyecciones monocatenarias especificas
no complementarias de 13 o 14 bases en el vector LIC. Se crean productos de PCR con proyecciones
complementarias construyendo extensiones 5 apropiadas en los cebadores. El producto de PCR se purifica para
retirar los dNTP (y el plasmido original si se usé como molde) y después se trata con ADN polimerasa T4 en
presencia del dNTP apropiado para generar las proyecciones especificas compatibles con el vector. El vector LIC
hibridado y el inserto se transforman en células competentes de E. coli. La formacion de enlaces covalentes en las
uniones del inserto y el vector sucede dentro de la célula para producir plasmido circular."

Puede encontrarse una descripcion detallada de la metodologia LIC en Nick S. Berrow y col. 2007 "A versatile
ligationindependent cloning method suitable for high-throughput expression screening applications"”, Nucleic Acids
Research.

Se proporcionan varias realizaciones especificas de vectores con LIC posibilitado de la presente invencion en las
SEC ID N° 69-73.

En una realizacion especifica, el polinucleétido de ADN aislado de acuerdo con la invencién consiste en los
siguientes elementos:

1. Marcador de seleccién de insecto, con un promotor de insecto que dirige la expresion, tal como el promotor
truncado de Actina5C de D. melanogaster o el promotor de HSP70 con una secuencia de nucledtidos de
acuerdo con la SEC ID N° 5, SEC ID N° 6, o SEC ID N° 2;

2. Promotor bacteriano, tal como el promotor bacteriano de pKANR;

3. Marcador de seleccién de Zeocina con cola poliA de SV40;
4. Origen de E.colr,

5. Promotor hibrido de Actina5C de 612 pb de Drosophila melanogaster con una secuencia de nucleétidos
de acuerdo con la SEC ID N° 6, en el que partes o toda la secuencia central de actina (tal como los nucleotidos
478 a 572 de la SEC ID N° 6) se ha remplazado con el promotor central de HSP70 con una secuencia de
nucleétidos de acuerdo con la SEC ID N° 1, SEC ID N° 2, SEC ID N° 37, o un fragmento de las mismas para
dirigir la expresion de proteinas;

6. Secuencia sefal de exportacion de proteinas BIP;

7. Sitio de clonaciéon multiple; y
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8. Cola poliA de OPIE2.

Un polinucledtido de ADN de interés consiste en los siguientes elementos:

1. Marcador de seleccion de insecto, con un promotor de insecto que dirige la expresion, tal como el promotor
truncado de Actina5C de D. melanogaster o el promotor de HSP70 con una secuencia de nucledtidos de
acuerdo con la SEC ID N° 5, SEC ID N° 6, o SEC ID N° 2;

2. Promotor bacteriano, tal como el promotor bacteriano de pKANR;
3. Marcador de seleccién de Zeocina con cola poliA de SV40;

4. Origen de E.colr,

5. Promotor de Actina5C de 457 pb de Drosophila melanogaster con una secuencia de nucleotidos de
acuerdo con los nucledtidos 2076-2532 de la SEC ID N° 3;

6. Secuencia sefal de exportacion de proteinas BIP;
7. Sitio de clonacién multiple; y

8. Cola poliA de OPIE2.

Un polinucleotido de ADN de interés consiste en los siguientes elementos:

1. Marcador de seleccion de insecto, con un promotor de insecto que dirige la expresion, tal como el promotor
truncado de Actina5C de D. melanogaster o el promotor de HSP70 con una secuencia de nucledtidos de
acuerdo con la SEC ID N° 5, SEC ID N° 6, o SEC ID N° 2;

2. Promotor bacteriano, tal como el promotor bacteriano de pKANR;

3. Marcador de seleccién de Zeocina con cola poliA de SV40;
4. Origen de E.colr,

5. Promotor hibrido de Actina5C de 457 pb de Drosophila melanogaster con una secuencia de nucleétidos
de acuerdo con los nucleétidos 2076-2532 de la SEC ID N° 3, en el que partes o toda la secuencia central de
actina (tal como los nucleétidos 2392 a 2487 de la SEC ID N° 3) se ha remplazado con el promotor central de
HSP70 con una secuencia de nucleétidos de acuerdo con la SEC ID N° 1, SEC ID N° 2, SEC ID N° 37, o un
fragmento de las mismas para dirigir la expresion de proteinas;

6. Secuencia sefal de exportacion de proteinas BIP;
7. Sitio de clonacion multiple; y

8. Cola poliA de OPIE2.

Un polinucledtido de ADN de interés adicional consiste en los siguientes elementos:

1. Marcador de seleccion de insecto, con un promotor de insecto que dirige la expresion, tal como el promotor
truncado de Actina5C de D. melanogaster o el promotor de HSP70 con una secuencia de nucleétidos de
acuerdo con la SEC ID N° 5, SEC ID N° 6, o SEC ID N° 2;

2. Promotor bacteriano, tal como el promotor bacteriano de pKANR;

3. Marcador de seleccién de Zeocina con cola poliA de SV40;

4. Origen de E.colr,

5. Promotor central de HSP70 con una secuencia de nucleétidos de acuerdo con la SEC ID N° 1, SEC ID N° 2,
SEC ID N° 37, o un fragmento de las mismas para dirigir la expresion de proteinas y uno o mas fragmentos
funcionales del promotor de Actina5C (elementos reguladores de Actina5c) en cis respecto al promotor central
de HSP70;

6. Secuencia sefal de exportacion de proteinas BIP;
7. Sitio de clonaciéon multiple; y

8. Cola poliA de OPIE2.
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En algunas realizaciones especificas, se intercambiaran los siguientes elementos en el polinucleétido de ADN
aislado de acuerdo con la invencién:

1. Puede colocarse elementos Su(Hw) delante o después del casete de expresion (promotor de expresion, gen
de interés y cola poliA); y/o

2. El marcador de seleccion de Zeocina puede remplazarse en los vectores de expresion por:
a. Marcador de seleccion de Neomicina, o
b. Marcador de seleccion de Blasticidina, o
c. Marcador de seleccion de higromicina, o,
d. Marcador de seleccion de puromicina; y

3. La construccion de expresion se preparara con y sin la marca HIS.

Un vector de interés puede consistir en:

1. Marcador bacteriano de seleccién, con un promotor bacteriano
a. promotor bacteriano de pKANR
b. marcador de seleccion de Zeocina (ZeoR y/o KanR)

2. Marcador de seleccion de insecto, con un promotor de insecto que dirige la expresion
a. Promotor truncado de Actina5C de Drosophila melanogaster o promotor de HSP70

b. Marcador de seleccién de Zeocina con cola poliA de SV40
3. Origen de E.coli

4. Promotores truncado de Actina5C de Drosophila melanogaster o HSP70 para dirigir la expresion de
proteinas

5. Secuencia sefal de exportaciéon de proteinas BIP
6. Marca HIS

7. Sitio de clonacién multiple

8. Cola poliA de OPIE2

Debe entenderse a partir de lo anterior que los elementos individuales pueden colocarse en cualquier orden dado.
Por consiguiente, el promotor de insecto y el promotor bacteriano puede colocarse directamente uno después del
otro. Ademas, la secuencia marcadora de seleccién puede usarse tanto por el promotor bacteriano como por el
promotor de la célula de insecto.

Mejoras generales del vector
Pueden afadirse los siguientes elementos al vector de expresion para aumentar el nivel de expresion.

1. Elementos ubicuos de abertura de la cromatina cadena arriba y abajo del casete de expresion del gen de
interés; y/o

2. Pre-elemento, y elemento de 72 pb de SV40; y/o
3. MAR (regiones de unién a matriz); y/o
4. ACE3 y ori-Beta de D. melanogaster; yl/o

5. Elemento de aislamiento transcripcional, el sitio de uniéon a su(Hw) (Mol Cell Biol. 1997 abril; 17(4): 2202-
2206.); ylo

6. Elemento CPY para remplazar BIP (si se encuentra CPY funcional en S2); y/o
7. Puede insertarse dhfr para la seleccion en células de insecto; y/o

8. Puede insertarse casete separado de resistencia a kanamicina o ampicilina para seleccion bacteriana; y/o
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9. Se remplaza la cola poliA de OPIE2 con la cola poliA tardia de SV40 y/o
10. Se introduce un intrén cadena abajo del promotor para dirigir la expresion de proteinas y/o
11. Puede incluirse un casete de clonacion independiente de ligamiento.

Se desvela en el presente documento una secuencia polinucleotidica que hibrida en condiciones de rigurosidad
moderada con una secuencia seleccionada entre el grupo que consiste en:

(i) una secuencia de nucleotidos de la SEC ID N° 1, SEC ID N° 2, SEC ID N° 3, SEC ID N° 4, SEC ID N° 5,
SEC ID N°6, SEC ID N° 33, SEC ID N° 36, 0o SEC ID N° 37, 0 SEC ID N° 58;

(i) una secuencia de nucledtidos con una identidad de secuencia de al menos el 80% con una secuencia
cualquiera de (i);

(iii) un fragmento funcional de al menos 6 nucledtidos contiguos de una secuencia cualquiera de (i) o (ii);

(iv) una secuencia de nucleétidos con una identidad de secuencia de al menos el 80% con el fragmento
funcional de al menos 6 nucleoétidos de (iii);

(v) una secuencia quimérica de nucledtidos que comprende dos o mas secuencias de una secuencia
cualquiera de (i), (ii), (iii) y (iv).

La expresion "rigurosidad moderada" como se usa en el presente documento se refiere a condiciones de hibridacion
de polinucledtidos en aproximadamente 50% de formamida, SSC 6x a aproximadamente 42°C y condiciones de
lavado de aproximadamente 60°C, SSC 0,5x, SDS al 0,1%.

Procedimientos de la invencion para la expresion de proteinas

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a la expresion y recuperacion de polipéptidos a partir de células
huésped.

Como se ha detallado anteriormente, este aspecto de la invencion generalmente utiliza el hallazgo de que un
polinucleétido de ADN promotor de la invencion proporciona rendimientos mejorados cuando esta expresando
polipéptidos secretados.

El presente inventor ha demostrado recientemente que este rendimiento mejorado (sobre, por ejemplo, la
construccion que utiliza el promotor pOPIE2) es una consecuencia de los niveles mejorados de expresion asi como
de secrecion. Como se ha mencionado anteriormente, el procedimiento de acuerdo con la invenciéon comprende las
etapas de

(a) obtener una secuencia polinucleotidica que codifica el polipéptido de interés;

(b) insertar dicha secuencia polinucleotidica que codifica el polipéptido de interés en el polinucle6tido de ADN
aislado de la invencion;

(c) transformar una célula huésped con el polinucleétido obtenido en la etapa (b);
(d) permitir la expresion de dicho polinucleétido obtenido en la etapa (b) para producir el polipéptido; y
(e) obtener el polipéptido a partir de la misma.

Los procedimientos para la transformacion variaran de acuerdo con la eleccion de la célula huésped, pero
tipicamente se usa transfeccion mediante acetato de litio (Okazaki y col. Nucleic acid Res. 18: 6485-6489, 1990,
incorporado por referencia en el presente documento) o electroporacion en levaduras, mientras que puede usarse
tanto transfeccion como transduccion (es decir, transferencia de material genético mediante un vector viral) en
células de organismos multicelulares. Se describen procedimientos adecuados para la transfeccion en células S2 de
Drosophila melanogaster en Park J.H.; Kim H.Y.; Han K.H.; Chung I.S, Optimization of transfection conditions for
expression of green fluorescent protein in Drosophila melanogaster S2 cells - a highly efficient, lipid-mediated DNA-
transfection procedure. Enzyme and Microbial Technology, Volumen 25, Nimero 7, Octubre 1999, pag. 558-563(6)

Pueden encontrarse contenidos mas generales sobre transformacion y cultivo de células transformadas (levaduras o
superiores) en Sambrook J y col., "Molecular Cloning: A laboratory Manual", 32 edicion.

Los contenidos proporcionados anteriormente respecto a la eleccion del promotor, los péptidos sefial funcionales de
secrecion, la eleccion del formato de vectores, la eleccion de células huésped, el uso de marcadores de seleccion, y
el uso de elementos de estabilizaciéon, se aplican mutatis mutandis al procedimiento de la invencién. La Unica
diferencia en estos contenidos y los contenidos pertenecientes al procedimiento de la invencion es la composicion
precisa de la secuencia codificante en el vector, ya que el procedimiento de la invencién no depende de la presencia
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de un polinucleétido quimérico como se define en el presente documento. Se prefiere, sin embargo, que el vector de
expresion usado en el procedimiento de la invencién sea un vector de expresion de la invencion.

En algunas realizaciones, el procedimiento de la invencion comprende la etapa adicional de someter el polipéptido
obtenido en la etapa (c) a modificacion post-traduccional - esto implica tanto modificaciones post-traduccionales que
se realizan por la célula huésped (y consecuentemente hechas antes de la recuperacion del polipéptido) como
modificaciones hechas in vitro después de la recuperacién del polipéptido.

La etapa (a) del procedimiento de la invencién normalmente comprende las etapas de introducir el vector en la célula
huésped y posteriormente seleccionar los transformantes que expresan un gen marcador de seleccion presente en
el vector. Los genes marcadores de seleccion utiles se han detallado anteriormente.

La invencion se ilustrara mediante los siguientes ejemplos no limitantes.

Ejemplo 1
Abreviaturas
Tabla 1:
ATCC The American Type Culture Collection
CEP Células, protocolo experimental
DMSO Dimetilsulféxido
ELISA Ensayo inmunoabsorbente ligado a
enzimas
FBS Suero bovino fetal
LAF Flujo laminar de aire
PCR Reaccion en cadena de la polimerasa
T25 Matraz de cultivo tisular, 25 cm?
T75 Matraz de cultivo tisular, 75 cm?
\% Volumen
Wit Tipo silvestre
Pb Par de bases
SOE-PCR Con corte y ayuste por extension de
solapamiento
ON Durante una noche
LB Caldo Lauria
ADN Acido desoxirribonucleico
E.coli Escherichia coli

MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS

Linea celular
Se obtuvieron células S2 de Drosophila de la ATCC (CRL-1963, lote n® 3225543)

Se resucité un vial de células S2 de Drosophila de la ATCC y se expandi6 en matraces de cultivo tisular. Cuando el
numero de células excedid de 108 células, se establecid un blanco celular que consistia en veinte viales que
contenian 2x107 células S2 de Drosophila en 1 ml de medio de congelacién (Excell420 + FBS al 50% + DMSO al
10%) y se almacené a -80°C.

Construccién de plasmidos

Materias primas (Tabla 2):

Nombre Propésito Fuente comercial

Ncol Enzima de restriccion New England Biolab
Hindlll Enzima de restriccion New England Biolab
Xbal Enzima de restriccion New England Biolab
Notl Enzima de restriccion New England Biolab
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EcoRI Enzima de restriccion New England Biolab
Xmnl Enzima de restriccion New England Biolab
Sphl Enzima de restriccion New England Biolab
Nhel Enzima de restriccion New England Biolab
Spel Enzima de restriccion New England Biolab
SAP Fosfatasa alcalina de camaron New England Biolab
ADN ligasa T4 Ligasa New England Biolab
Polimerasa PfuUltra Il Para PCR de fragmentos de Stratagene
construccién
Oligos Para amplificacion por PCR DNA Technology
dNTP Para PCR New England Biolab
BigDye Version 1 Kit de secuencia Applied Biosystem
Agarosa SeaKem GTG Geles de agarosa para electroforesis | New England Biolab
SyberSafe Tincion de geles de agarosa Invitrogen
Extraccion de gel Qiaquick Recuperar fragmentos de ADN de Qiagen
los geles
Tampén TE Tampodn de almacenamiento para Qiagen
ADN
Tampén TBE Tampon de electroforesis Life Technologies
Kit Charge Switch Plasmid Er Mini | Purificacion de plasmidos Invitrogen
Termociclador PCR, ligamiento, secuenciacion Biometra
ABI PRISM 310 Analizador de secuencia Applied Biosystem
Zeocina Antibidtico InVitrogen
DH10B Cepa huésped para amplificacién de | LifeTechnologies
plasmidos

Vectores obtenidos de forma comercial (Tabla 3):

Vector Promotor Resistencia a antibiotico Fuente comercial
p2Zop2F pOPIE2 Zeocina RCT
pAc5.1/V5-HisA | pAc5.1 Ampicilina para E. coli, sin marcador | Invitrogen
(Actina5C) para S2
pCoHygro Higromicina Invitrogen
pMT/V5.His pMT Amopicilina para E. coli, sin marcador | Invitrogen
para S2

Vectores creados en este estudio (Tabla 4) (Todos los vectores confieren resistencia a Zeocina)

Nombre Cepa no Numero de Longitud Caracteristica principal
huésped plasmido
p2ZOp2F-Nhel MR#3070 P2260 2779 Vector comercial con promotor pOPIE2 y un sitio
de corte por Nhel insertado
pHP10 MR#3071 P2261 2310 Promotor central de Actina5C
pHP11 MR#3072 P2262 4742 Promotor mutante de longitud completa de
Actina5C
pHP12 MR#3073 P2263 2503 Promotor truncado de Hsp70
pHP12-Afl 1l MR#3097 P2287 2506 Sitio de corte afiadido para pHp12
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pHP13 MR#3074 P2264 2676 Promotor gendmico de longitud completa de
HSP70
pHP14 MR#3075 P2265 4509 NA
pHP15a MR#3080 P2270 2040 Intercambio de promotores pOPIE2 y EM7
delante de ZeoR para el promotor bacteriano de
HSP70y pTRC
pHP15b MR#3081 P2271 2233 Intercambio de promotores pOPIE2 y EM7

delante de ZeoR para el promotor bacteriano
central de Actina5C y TRC

pHP15¢c MR#3082 P2272 2073 Intercambio de promotores pOPIE2 y EM7
delante de ZeoR para el promotor bacteriano
central de Actina5C y KanR

pHP16 MR#3084 P2274 2309 Promotor central de HSP70

pHP17 MR#3086 P2276 3687 Promotor truncado de actina5¢c_2

pHP18 MR#3087 P2277 2830 Promotor truncado de actina5c_3, 612 pb
pHP18-Afl Il MR#3098 P2288 2833 Sitio de corte afiadido para pHp18

Para este estudio se uso la proteina modelo, ligando de RANK (RANK-L, o RANKL). Esta proteina se insertd
después de la secuencia sefial de BIP, en el sitio de clonacién multiple, en cada uno de los vectores ensayados.

La secuencia de pKanR usada de acuerdo con los presentes ejemplos:
AAGGGATTTTGGTCATGAACAATAAAACTGTCTGCTTACATAAACAGTAATACAAGGGGTGTT
CATAGTATAATACGACTCACTATAGGAGGGCC (SEC ID N° 63, secuencia en negrita el promotor KanaR,
secuencia restante el promotor EM7).

Construccién de vectores para S2

pZOp2F-Nhel (p2260, cepa MR#3070). El vector se cred con sitio Nhel cadena abajo de SV40 usando el kit de
mutagénesis dirigida al sitio QuikChange de Stratagene, para vectores de clonacion con diferentes promotores

El QuickChange se preparo con los cebadores 975 y 976 usando p1205 como molde. El producto de PCR se tratd
con Dpnl durante una hora a 37°C y se transformd en células DH10B, se sembrdé en placas de agar LB que
contenian 0,75 ug/ml de Zeocina y se incubaron ON.

El plasmido se ha secuenciado completamente usando los cebadores 590

pHP11 (p2263, cepa MR#3073) se construyd por amplificacion por PCR de una etapa. La PCR se preparé con los
cebadores 980 y 979 usando p805 (pAc5.1/VV5-HisA) como molde. El fragmento resultante era de 2540 pb, que
contenia el promotor de Actina 5C. El fragmento de PCR se digirid con las endonucleasas de restriccion Nhel y
Hindlll y se clon6 en p2260 digerido con Nhel y Hindlll y tratado con SAP. Se ligd durante una noche en un
termociclador. El producto de ligamiento se transformé en células DH10B, se sembrd en placas de agar LB que
contenian 0,75 ug/ml de Zeocina y se incubaron ON.

En el plasmido resultante, se ha secuenciado completamente el inserto usando los cebadores 590, 981, 986 y 917.

El vector pHP12 (p2263, cepa MR#3073) se construyd por amplificacion por PCR de una etapa. La PCR se
prepard con los cebadores 981 y 982 usando p2546 como molde. El fragmento resultante era de 299 pb, que
contenia el promotor de Hsp70 de Hsp70-pFast-Bac que se obtuvo del ADN gendmico de células S2.

El fragmento de PCR se digirié con las endonucleasas de restriccion Nhel y Hindlll y se clon6 en p2260 digerido con
Nhel y Hindlll y tratado con SAP. Se ligé durante una noche en un termociclador. El producto de ligamiento se
transformo en células DH10B, se sembr6 en placas de agar LB que contenian 0,75 ug/ml de Zeocina y se incubaron
ON.

En el plasmido resultante, se ha secuenciado completamente el inserto usando los cebadores 590, 981, 986 y 917.

pHP13 (p2264, cepa MR#3074) se construyd por amplificacion por PCR de una etapa. La PCR se preparé con los
cebadores 983 y 984 usando p2546 como molde. El fragmento resultante era de 473 pb, que contenia el promotor
de longitud completa de Hsp70 de Hsp70-pFast-Bac que se obtuvo del ADN gendmico de células S2.

El fragmento de PCR se digirié con las endonucleasas de restriccion Nhel y Hindlll y se clon6 en p2260 digerido con
Nhel y Hindlll y tratado con SAP. Se ligdé durante una noche en un termociclador. El producto de ligamiento se
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transformo en células DH10B, se sembré en placas de agar LB que contenian 0,75 ug/ml de Zeocina y se incubaron
ON.

En el plasmido resultante, se ha secuenciado completamente el inserto usando los cebadores 590, 984 y 917.
Cambio del promotor OplE2 y EM7 cadena arriba del gen ZeoR en vectores
pHP15a (p2270, cepa MR#3080)

El vector contenia el promotor ptrc en lugar del promotor EM7 y el promotor de Actina 5C en lugar de OplE2 todos
cadena arriba del gen ZeoR.

La construccién se construyé por SOE-PCR. El primer fragmento de PCR1 se prepard con los cebadores 4007 y
4009 usando p2263 como molde. El producto resultante de PCR tiene el tamafio de 234 pb.

El segundo fragmento de PCR2 se prepard con los cebadores 4008 y 4000 usando p2263 como molde. El fragmento
tiene el tamario de 1134 pb.

La SOE-PCR se preparé mezclando los productos de PCR1 y PCR2. Finalmente el fragmento se amplifica usando
los cebadores 4000 y 4009.

El fragmento resultante era de 1433 pb y se digiridé con las endonucleasas de restriccion EcoRI y Ncol y se clon6 en
p2263 digerido con EcoRI y Ncol y tratado con SAP. Se ligd durante una noche en un termociclador. El producto de
ligamiento se transformoé en células DH10B, se sembré en placas de agar LB que contenian 0,75 ug/ml de Zeocina y
se incubaron ON.

En el plasmido resultante, se ha secuenciado completamente el inserto usando los cebadores 1892, 2232, 2233,
2234, 2235, 2236, 2007, 4000, 4002, 4007 y 4009.

pHP15b (p2271, cepa MR#3081)

El vector es casi como pHP15a pero contiene el promotor de Hsp70 en lugar del promotor de Actina 5C cadena
arriba del gen ZeoR. Se construyd por amplificacion por PCR de una etapa. La PCR se prepar6 con los cebadores
4001 y 4002 usando p2270 como molde. El fragmento resultante era de 290 pb, que contenia el promotor de actina
5c.

El fragmento de PCR se digiri6 con las endonucleasas de restriccion Xmnl y Sphl y se cloné en p2270 digerido con
Xmnl y Sphl y tratado con SAP. Se ligé durante una noche en un termociclador. El producto de ligamiento se
transformo en células DH10B, se sembré en placas de agar LB que contenian 0,75 ug/ml de Zeocina y se incubaron
ON.

En el plasmido resultante, se ha secuenciado completamente el inserto usando los cebadores 2007, 4000 y 4001.

pHP15c (p2272, cepa MR#3082) que contiene la secuencia promotora cadena arriba para KanaR en lugar del
promotor EM7 cadena arriba del gen ZeoR.

La construccién se construyé por SOE-PCR. El primer fragmento de PCR1 se prepard con los cebadores 4003 y
4009 usando p2270 como molde. El producto resultante de PCR tiene el tamafio de 296 pb.

El segundo fragmento de PCR2 se prepardé con los cebadores 4004 y 2007 usando p2270 como molde. El fragmento
tiene el tamafio de 189 pb.

La SOE-PCR se preparé mezclando los productos de PCR1 y PCR2. Finalmente el fragmento se amplifica usando
los cebadores 4009 y 2007.

El fragmento resultante de 450 pb se digirié con las endonucleasas de restriccion Sphl y Ncol y se clon6 en p2270
digerido con Sphl y Ncol y tratado con SAP. Se ligdé durante una noche en un termociclador. El producto de
ligamiento se transformoé en células DH10B, se sembré en placas de agar LB que contenian 0,75 ug/ml de Zeocina y
se incubaron ON.

En el plasmido resultante, se ha secuenciado completamente el inserto usando los cebadores 2007 y 4003.
Construccion del promotor truncado de Actina 5c a partir de pHP11
pHP17 (p2276, cepa MR#3086) que contiene la secuencia truncada del promotor de Actina 5¢c de 1486 pb.

El vector p2262 se digirio con las endonucleasas de restriccion Sphl y Nhel y el vector se ligd de nuevo con el uso
de Klenow. El producto de ligamiento se transformé en células DH10B, se sembré en placas de agar LB que
contenian 0,75 ug/ml de Zeocina y se incubaron ON.

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 543 730 T3

Se exploraron las colonias por PCR de colonias usando los cebadores 590 y 980. Los insertos correctos presentan
un fragmento de ADN que tiene el tamario de 1510 pb.

En el plasmido resultante, se ha secuenciado completamente el inserto usando los cebadores 590, 917, 990, 992,
993, 994, 995 y 2509.

pHP18 (p2277, MR#3087) que contiene la secuencia truncada del promotor de Actina 5¢c de 612 pb.

El vector p2262 se digirio con las endonucleasas de restriccion Spel y Nhel y el vector se ligd de nuevo con el uso
de Klenow. El producto de ligamiento se transformé en células DH10B, se sembré en placas de agar LB que
contenian 0,75 ug/ml de Zeocina y se incubaron ON.

Se exploraron las colonias por PCR de colonias usando los cebadores 590 y 980. Los insertos correctos presentan
un fragmento de ADN que tiene el tamario de 660 pb.

En el plasmido resultante, se ha secuenciado completamente el inserto usando los cebadores 590, 917, 993, 995 y
2509.

pHP12-Afl Il (p2287, cepa MR#3097) El vector se construyd por SOE-PCR. El primer fragmento de PCR1 se
prepar6 con los cebadores 987 y 4036 usando p2263 como molde. El producto resultante de PCR tiene el tamafio
de 217 pb.

El segundo fragmento de PCR2 se prepardé con los cebadores 4035 y 986 usando p22630 como molde. El fragmento
tiene el tamario de 190 pb.

La SOE-PCR se preparé mezclando los productos de PCR1 y PCR2. Finalmente el fragmento se amplifica usando
los cebadores 986 y 987.

El fragmento resultante de 362 pb se digirié con las endonucleasas de restriccion Nhel y Hindlll y se cloné en p2263
digerido con Nhel y Hindlll y tratado con SAP. Se ligdé durante una noche en un termociclador. El producto de
ligamiento se transformoé en células DH10B, se sembré en placas de agar LB que contenian 0,75 ug/ml de Zeocina y
se incubaron ON.

En el plasmido resultante, se ha secuenciado completamente el inserto usando el cebador 982.
Clonacion de vectores hibridos con el promotor central de actina5c y central de Hsp70.

pHP18-Afl Il (p2288, cepa MR#3098) El vector se construyd por SOE-PCR. El primer fragmento de PCR1 se
preparo con los cebadores 987 y 4038 usando p2277 como molde. El segundo fragmento de PCR2 se prepar6 con
los cebadores 4037 y 986 usando p2277 como molde. El fragmento tiene el tamario de 224 pb.

La SOE-PCR se preparé mezclando los productos de PCR1 y PCR2. Finalmente el fragmento se amplifica usando
los cebadores 986 y 987.

El fragmento resultante de 689 pb se digirié con las endonucleasas de restriccion Nhel y Hindlll y se cloné en p2277
digerido con Nhel y Hindlll y tratado con SAP. Se ligdé durante una noche en un termociclador. El producto de
ligamiento se transformoé en células DH10B, se sembrd en placas de agar LB que contenian 0,75 ug/ml de Zeocina y
se incubaron ON.

En el plasmido resultante, se ha secuenciado completamente el inserto usando el cebador 980.

pHP19 vector hibrido de central de actina5c, que contiene el promotor central de Actina5C y la secuencia promotora
de Hsp70 cadena arriba del promotor central de Hsp70.

El vector p2288 se digirio con las endonucleasas de restriccion Aflll y Hindlll, el producto resultante tiene el tamafio
de 178 pb y el fragmento se clona en p2287 digerido con Aflll y Hindlll. Se ligd durante una noche en un
termociclador. El producto de ligamiento se transformé en células DH10B, se sembrd en placas de agar LB que
contenian 0,75 ug/ml de Zeocina y se incubaron ON.

Se exploraron las colonias por PCR de colonias usando los cebadores 4000 y 917. Los insertos correctos presentan
un fragmento de ADN del tamario esperado. En el plasmido resultante, se ha secuenciado completamente el inserto
usando los cebadores 980 y 917.

pHP20 hibrido-central de Hsp70, que contiene el promotor central de Hsp70 y la secuencia promotora de Actina5C
cadena arriba del promotor central de Actina5c.

El vector p2287 se digirid con las endonucleasas de restriccion Aflll y Hindlll, el producto resultante tiene el tamarfio
de 144 pb y se clona en p2288 digerido con Aflll y Hindlll. Se ligd durante una noche en un termociclador. El
producto de ligamiento se transformé en células DH10B, se sembro en placas de agar LB que contenian 0,75 ug/ml
de Zeocina y se incubaron ON.
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Se exploraron las colonias por PCR de colonias usando los cebadores 993 y 901. Los insertos correctos presentan
un fragmento de ADN que tiene el tamafio de 478 pb. En el plasmido resultante, se ha secuenciado completamente
el inserto usando los cebadores 986 y 917.

Cultivo y mantenimiento de lineas celulares

Materiales

Crioviales, 1,8 ml: Nunc cat.n® 377267

Excell420: SAFC cat.n® 14420

Suero bovino fetal, FBS, 500 ml: Life Technologies cat.n® 10099-141

Matraces de agitacion, 250 ml con tapon ventilado de 0,2 um: Corning cat.n® 431144 (Volumen de trabajo: 25-70 ml)

Matraces de agitacion, 1000 ml con tapon ventilado de 0,2 ym: Corning cat.n® 431147 (Volumen de trabajo: 100-
225ml)

Matraces de cultivo tisular, 25 cm?: Greiner cat.n® 690160 (Volumen de trabajo: 4-8 ml)
Matraces de cultivo tisular, 75 cm?: Greiner cat.n® 658170

Inicio del cultivo celular a partir de reservas congeladas

1. Se retira uno (o mas) vial(es) del nitrégeno liquido y se coloca en un bafio de agua a 23°C. Se descongela
rapidamente con agitacion suave hasta que las células estan casi descongeladas. Se retira el(los) vial(es) del
bafio de agua. Cada vial contiene células 4E7 en 1 ml de medio de congelacion (40% de Excell420 + 50% de
FBS + 10% de DMSO)

2. Se descontamina rapidamente el exterior del vial tratando con etanol al 70% y se transfiere suavemente la
suspension celular a un tubo de centrifuga que contiene 7 ml de medio a 23°C (Excell420 + FBS al 10%) y se
centrifuga a 330xg durante 2 minutos

3. Se descarta el medio para retirar el DMSO, se resuspenden las células en 5 ml de medio a 23°C (Excell420
+ FBS al 10%) y se transfiere la suspension a un T25

4. Se incuba a 23°C hasta que las células alcanzan una densidad de 6E6-9E6 células/ml. Esto lleva 2-4 dias.
Se inspeccionan y cuentan las células diariamente mediante el uso de un contador celular y se anota la
concentracioén y viabilidad de las células. La viabilidad tipicamente aumentara hasta el 80-90% en 3-4 dias.

Expansion de las células en matraces T

1. Se transfiere el cultivo celular del T25 a un T75 y se afiaden 10 ml de medio a 23°C (Excell420 + FBS al
10%). Se incuba a 23°C hasta que las células alcanzan una densidad de 6E6-9E6 células/ml. Esto lleva 2-4
dias. Se inspeccionan y cuentan las células diariamente mediante el uso de un contador celular y se anota la
concentracién y viabilidad de las células. La viabilidad tipicamente sera >90%.

2. Se transfiere el cultivo celular del T75 a dos T75 y se afiaden 10 ml de medio a 23°C (Excell420 + FBS al
10%) a cada uno de ellos. Se incuban a 23°C hasta que las células alcanzan una densidad celular de 6E6-9E6
células/ml. Esto lleva 2-4 dias. Se inspeccionan y cuentan las células diariamente mediante el uso de un
contador celular y se anota la concentracion y viabilidad de las células. La viabilidad tipicamente sera >90%.

3. Se transfiere el cultivo celular de los dos T75 a un matraz de agitacion desechable de 250 ml y se afiaden 25
ml de medio a 23°C (Excell420). Se incuban las células a 110 rpm y 23°C hasta que las células alcanzan una
densidad de 1,5E7-2E7 células/ml. Esto lleva 3-4 dias. Se inspeccionan y cuentan las células desde el dia 2
post-transferencia mediante el uso de un contador celular y se anota la concentracion y viabilidad de las
células. La viabilidad tipicamente sera >90%.

Expansion de las células en matraces de agitacion

1. Se transfiere el cultivo celular del R250 a un tubo de centrifuga y se centrifugan las células a 330xg durante
5 minutos. Se resuspenden las células en medio fresco (Excell420) hasta una densidad celular de 8E6
células/ml en un matraz de agitacion apropiado. Se incuban a 110 rpm y 23°C hasta que las células alcanzan
una densidad de 2,5E7-3,5E7 células/ml. Esto lleva 3-4 dias. Se inspeccionan y cuentan las células desde el
dia 2 post-transferencia mediante el uso de un contador celular y se anota la concentracion y viabilidad de las
células. La viabilidad tipicamente sera >90%.

2. Se expande el cultivo celular en matraces de agitacion de 1000 ml hasta que se obtiene una cantidad total
de células de 8,5E9 células: Cada 3-4 dias, las células se dividen por centrifugacion y se resuspenden hasta
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una densidad celular de 8E6 células/ml en medio fresco (Excell420) en nuevos matraces de agitacion. Las
células deben usarse para la preparacion del banco maestro de células dos dias después del ultimo sub-
cultivo.

Preparacién de un banco de células

1. Se inspeccionan y cuentan las células mediante el uso de un contador celular y se anota la concentracion y
viabilidad de las células. La viabilidad tipicamente sera >90%. Se transfiere la suspension celular
correspondiente a 8E9 células a un tubo de centrifuga y se centrifuga a 330xg durante 5 minutos. Se
resuspenden las células en 200 ml de medio de congelacion a 4°C (40% de Excell420, 50% de FBS y 10% de
DMSO) y se reparten rapidamente alicuotas de 1 ml de suspension celular en cada criovial.

2. Se transfieren los crioviales a criocajas Mr. Frosty de 4°C y se colocan las cajas en un congelador a -80°C.

3. Se transfieren los crioviales después de 6 a 48 horas a nitrégeno liquido para su almacenamiento. (Volumen
de trabajo: 12-25 ml).

Transfeccion de células

Se usan células de un cultivo en crecimiento mantenido como se ha estipulado anteriormente, que se ha
diluido o resuspendido después de centrifugacion uno a dos dias antes de la transfeccién. La viabilidad debe
ser > 90%.

1. Se transfiere la suspensién celular correspondiente a aprox. 3,2E7 células por transfeccién a un tubo de
centrifuga y se centrifuga a aprox. 125xg durante aprox. tres minutos.

2. Se resuspende en aprox. 4 ml de medio a aprox. 23°C por transfeccion y se transfieren 4 ml de suspension
celular a cada T25.

. Se transfieren aprox. 6,3 ug de cada ADN a tubos eppendorf individuales.
. Se afiade tampon EC a cada tubo eppendorf que contiene ADN para dar un volumen final de 150 ul.

. Se mezcla el ADN y el tampon EC pipeteando arriba y abajo un par de veces.

3
4
5
6. Se afiaden 50 ul de potenciador a los tubos eppendorf que contienen ADN y tampdn EC.
7. Se agita con vortice la mezcla de ADN durante 1 segundo.

8. Se incuba a 20-25°C durante dos-cinco minutos.

9. Se afiaden 140 ul de Effectene a los tubos eppendorf que contienen la mezcla de ADN.
10. Se mezcla pipeteando arriba y abajo cinco veces.

11. Se incuba a 20-25°C durante cinco-diez minutos.

12. Se afiaden 1,5 ml de medio a los tubos y se mezclan pipeteando arriba y abajo un par de veces.

13. Cuidadosamente se deja que la mezcla de ADN caiga hasta la suspension celular en el T25 y se inclinan
cuidadosamente los matraces hacia delante y hacia atras.

14. Se incuban a aprox. 23°C.

Se describen otros procedimientos adecuados para la transfeccion en células S2 de Drosophila melanogaster en
Park J.H.; Kim H.Y.; Han K.H.; Chung |.S, Optimization of transfection conditions for expression of green fluorescent
protein in Drosophila melanogaster S2 cells - a highly efficient, lipid-mediated DNA-transfection procedure. Enzyme
and Microbial Technology, Volumen 25, Numero 7, Octubre 1999, pag. 558-563(6).

El reactivo de transfeccion Effectene es una formulacion lipidica no liposdémica que tiene citotoxicidad minima por
transfeccion en presencia de suero y tiene alta eficacia de transfeccion. El reactivo Effectene se usa junto con el
potenciador y el tampon de condensacion de ADN (tampoén EC) para conseguir altas eficacias de transfeccion.

Transfecciones transitorias

Después de la transfeccion se deja que las células crezcan y produzcan a 23°C durante 2 a 4 dias antes de tomar
una muestra para la determinacion de la cantidad de células, la proteina de interés y las proteinas totales. No debe
afnadirse agente de seleccion durante las transfecciones transitorias.

Preparacion de lineas celulares estables
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Después de la transfeccion se deja que las células crezcan durante 1 a 2 dias antes de afiadir 1,5 mg/ml de Zeocina
(u otro agente de seleccion apropiado a concentracion apropiada). Las células después se expanden en matraces T
y matraces de agitaciéon como se ha descrito anteriormente (Expansion de las células en matraces T; Expansion de
las células en matraces de agitacion). Después de 2 a 4 semanas estaran presentes solamente las células
resistentes al marcador de seleccion, a causa de la integracion del marcador de resistencia en el genoma, y la linea
celular puede considerarse estable. El agente de seleccion en este punto puede dejarse fuera de las etapas
adicionales de cultivo o propagacion, y las células pueden congelarse como se ha descrito anteriormente.

Analisis

Se us6 ELISA para analizar la proteina modelo (ligando de RANK) usada en este estudio. Se usé el andlisis de
proteinas totales de Bradford para determinar la concentracién de proteinas totales.

Resultados

Se ha creado una gama de vectores con niveles potenciados de expresion de proteinas. Hay 3 clases principales de
vector de expresion NN2: La primera clase comprende vectores con diferentes variantes del promotor de actina5C
que dirige la expresion de proteinas; la segunda clase se refiere a vectores que emplean el promotor de HSP70,
mientras que la tercera implica promotores hibridos de actina5C/HSP70.

Se investigdé un promotor mutante de Actina5c (véanse las mutaciones en la seccion de alineamiento de secuencias)
para determinar su nivel de expresion de proteinas (vector pHP11). Se descubrié que el promotor mutante de
Actina5C provocaba un nivel de expresion uniformemente mayor en comparacion con pOPIE2 (véase la Fig. 1).

También se ensayaron dos versiones del promotor de HSP70 de S2 de Drosophila melanogaster. El primer
promotor era el promotor de longitud completa de HSP70 (457 pb, vector pHP 13), mientras que el segundo era una
version truncada de HSP70 (59 pb a 342 pb, véase la seccion de secuencias, vector pHP12). Se descubrié que la
version truncada tenia niveles de expresion de proteinas hasta cinco veces mayores en comparacion con el
promotor de longitud completa (véase la figura 2). También se observé que el promotor truncado de HSP70 se
expresaba a alto nivel en lineas celulares estables asi como transitorias (véanse las figuras 3 y 4).

El promotor mutante de Actina5C y el promotor truncado de HSP70 se estudiaron adicionalmente a través de
truncamiento. Los resultados de expresion de proteinas para lineas celulares tanto transitorias como estables
pueden observarse en la figura 3 y 4.

Se consiguioé un aumento de 3 a 9 veces en la expresion de proteinas sobre el promotor pOPIE2 para las variantes
de promotor de Actina5C y HSP70 en las lineas celulares estables (figura 3). Ademas, se consiguié un aumento en
el nivel promedio de expresion sobre el promotor de longitud completa de Actina5c usando el promotor truncado mas
corto de Actina5C (Actina5C_3, vector pHP18), aunque seran necesarios mas experimentos para confirmar si tiene
expresion significativamente mayor. Sin embargo, también puede observarse esta tendencia para transfecciones
transitorias (véase la figura 4). El mayor nivel de expresiéon se observé para el promotor de HSP70, aunque la
secuencia promotora central de HSP70 condujo a un nivel de expresion significativamente reducido en comparacion
con pOPIE2 asi como el promotor truncado de HSP70. El nivel de expresién del promotor truncado de HSP70,
aunque siembre mayor que pOPIE2, fue altamente variable de una transfeccién a otra. Se espera que optimizando
la transfeccion para esta construccion se reduzca la variacion en las diferentes lineas celulares policlonales estables.
Sin embargo, las lineas policlonales estables, una vez establecidas, no mostraron variacion significativa en la
expresion con el tiempo. Las lineas celulares policlonales estables resultantes después de la transfeccién deben, por
lo tanto, explorarse antes de su uso para encontrar las combinaciones policlonales de mejor expresion.

Los niveles de expresion de proteinas se aumentaron de 4 a 12 veces en transformaciones transitorias en
comparacion con el promotor pOPIE2. El promotor truncado mas corto de Actina5C (vector pHP18) tuvo el nivel de
expresion uniforme mas alto en transfecciones transitorias.

Se compararon los promotores centrales de Actina5C (vector pHP10) y HSP70 (vector pHP16) con pOPIE2 para
obtener perspectivas adicionales en sus propiedades relativas. El nivel de expresion del promotor central de HSP70
es significativamente mayor que el promotor central de Actina5C, aunque ambos promotores son significativamente
mas débiles que el promotor pOPIE2 que se usé como control interno. (Figura 5)

El promotor central de Actina5C se uso para expresar el gen de resistencia a zeocina ZeoR junto con el promotor
bacteriano de KanR (vector pHP15¢c). Esto permite el uso de Zeocina como marcador de seleccion en células
tanto de E. coli como S2 de insecto. Ademas, el promotor central de Actina5C es significativamente mas débil que el
promotor pOPIE2 usado para expresar el marcador de resistencia a zeocina en p2ZOp2F. Esto conduce a una
disminuciéon de 2 veces en la resistencia al antibiético después de la transfeccion en comparaciéon con células
transfectadas con el plasmido p2ZOp2F, que conduce a 2 veces menos Zeocina (0,75 mg/ml frente a 1,5 mg/ml) a
usar cuando se seleccionan células estables.
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Ademas, se incluyeron diferentes marcadores de seleccion para permitir mayor flexibilidad en la aplicacion de los
vectores. Se incluyen los siguiente marcadores: Zeocina, neomicina y blasticidina.

Alto nivel de expresion conseguido por un promotor mutante o truncado de Actina5C

Se compar6 el nivel de expresion de un promotor mutante de Actina5C con el promotor pOPIE2 disponible en el
mercado, y se descubrié que era significativamente mayor (véase la figura 1). Se consiguieron aumentos adicionales
en el nivel de produccion de proteinas por truncamiento del promotor de Actina5C a 612 pb a partir del de 2532 pb
de longitud completa (SEC ID N° 3). El promotor truncado tubo una produccion de proteinas 5 veces aumentada
para lineas celulares estables en comparacion con el vector p2ZOp2F disponible en el mercado que contenia el
promotor pOPIE2. Ademas, los niveles de expresion transitoria aumentaron hasta 12 veces en comparacion con el
nivel de expresion obtenido con el vector p2ZOp2F. (véase la figura 3 y 4)

Efecto del truncamiento del promotor genémico de HSP70

En células S2 de Drosophila melanogaster, los mecanismos reguladores no solamente conducen a la induccion de
HSP70 de choque térmico, sino que también evita la expresion a temperaturas normales (Feder y col. 1992, Genes
Dev. Agosto;6(8):1402-13). Sorprendentemente, el promotor truncado de HSP70 mostré el mayor nivel de expresion
en lineas celulares transfectadas de forma estable en comparacién con los promotores de Actina5C y pOPIE2
(véase la figura 3). Sin embargo, se retiraron 58 pb desde el extremo cadena arriba del promotor genémico de
longitud completa y 114 pb desde el extremo cadena abajo del promotor, durante la clonacion para crear el promotor
truncado. Parece probable que este truncamiento provoque directamente el alto nivel de expresidon desregulada
(constitutiva) observado. En la figura 2 se contrasta el alto nivel de expresion constitutiva del promotor truncado de
HSP70 con el bajo nivel de expresion del promotor de longitud completa en transfecciones transitorias. Esto indica
una mitigacion de la represion del promotor.

Reduccion de la concentracion requerida de Zeocina durante seleccion de lineas celulares estables

El uso del nivel de expresion significativamente debilitado (en comparacién con los promotores de longitud completa
y pOPIE2) del promotor central de Actina5C junto con el promotor bacterianos de KanR provoca una sensibilidad
aumentada a Zeocina de las lineas celulares transfectadas (2 veces). Una resistencia inferior podria ayudar a
seleccionar eventos de integracion multicopia superior para compensar el escaso nivel de expresion del marcador de
resistencia ZeoR, lo que conduce a un mayor nivel de expresion de proteinas del gen de interés. La capacidad de
seleccionar eventos de integracion génica de alto nimero de copias usando menos Zeocina cuando se preparan
lineas celulares estables seria una ventaja en si misma, ya que la Zeocina es un mutageno y podria tener efectos
adversos e inesperados sobre las células.

Expresion aumentada a través de promotores hibridos de Actina5C/HSP70

En los experimentos analizados anteriormente, se descubrié que el promotor truncado de HSP70 conducia al mayor
nivel de expresion en lineas celulares estables (Fig. 3). Sin embargo, el mayor nivel de expresién durante
transfecciones transitorias se consiguié usando el promotor truncado mas corto de Actina5C (Actina5C_3) (Fig. 4).
Ademas, se descubrid que el promotor central de HSP70 tenia un nivel de expresion 4 veces mayor en comparacion
con el promotor central de Actina5C durante transfeccion transitoria (Fig. 5).

Por lo tanto se decidioé preparar promotores hibridos, donde se intercambiaran el promotor central de Actina5C y
HSP70 en los promotores truncado de Actina5C y truncado de HSP70, respectivamente. Se creyd que esto conduce
a un aumento significativo en el nivel de expresion en el promotor hibrido de Actina5C-central de HSP70 en
comparacion con el promotor original de Actina5C.

Construccién de vectores

Se solicitd el ADN para el vector pHP34s de forma sintética en GeneART, Alemania (SEC ID N° 58). Todos los
vectores creados a partir de pHP34s se prepararon usando el ADN sintético solicitado en

GeneART, Alemania y los cebadores solicitados en DNA-technology, Dinamarca,

La secuencia codificante del promotor hibrido se cred en el plasmido pHP34s-Hibrido, por PCR de la secuencia
codificante del promotor central de HSP70 a partir del ADN del promotor sintético de HSP70 (SEC ID N° 37)
solicitado en GeneART (cebadores de PCR: GCGAACTTAAGAGCGCCGGAGTATAAATAG (SEC ID N° 64) y
CCAAGCTTCTGCAGATTGTTTAGCTTG (SEC ID N° 65). Después se hizo una segunda PCR para obtener el
promotor de Actina 5¢ cadena arriba del promotor (cebadores: GGTTTGTCCAAACTCATCAATGTAT (SEC ID N° 66)
y TATACTCCGGCGCTCTTAAGTTCGCTCGCGTTCAAAACTTTTACC (SEC ID N° 67)) a partir de pHP34s, y se
fusionaron los dos fragmentos de PCR usando PCR.

El producto de PCR fusionado resultante después se digirid6 con Spel y Hindlll, y se ligd en el vector pHP34s
digerido con Spel y Hindlll de acuerdo con procedimientos convencionales de biologia molecular. El ADN también
puede solicitarse de forma sintética para el promotor hibrido y clonarse usando Spel y Hindll en pHP34s-Hibrido.
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El intron (sintético, SEC ID N° 60)) se solicitd en GeneART vy se insertd por GeneART en el vector pHP34s-Hibrido
entre los sitios de restriccion Sacl y EcoRlI para crear el vector pHP34s-Hibrido.i.

La region de union a matriz de HSP70 o elemento hSAR (SEC ID N° 59), se inserté en pHP34s-Hibrido en dos
posiciones que flanquean el casete de expresion. El elemento hSAR se solicité como una secuencia sintética en
GeneART con sitios Spel y Narl flanqueantes en cada lado. El vector pHP34s-hibrido y el vector GeneART que
contiene hSAR se digirieron con Narl, los fragmentos deseados se purificaron en gel y se ligaron para producir dos
vectores, pHP34s-Hibrido-hSAR-F o -R (-F o -R indicaba orientacion directa o inversa), con el elemento hSAR
insertado en ambas orientaciones. Cada uno de estos dos vectores y el vector GeneART que contiene hSAR se
digirieron después con Spel, los fragmentos deseados se purificaron en gel y se ligaron para crear cuatro vectores.
Los cuatro vectores contienen dos elementos hSAR en las cuatro orientaciones posibles.

Los vectores mencionados anteriormente y las secuencias codificantes de ADN de proteina modelo RANKL
(variante hRP1.12-RA) y las secuencias codificantes de ADN de proteina modelo HA solicitadas de forma sintética
se digirieron con EcoRl y Notl, los fragmentos deseados se purificaron en gel y se ligaron (por ejemplo RANKL con
uno de los vectores o HA con uno de los vectores) para producir los vectores mencionados anteriormente con el
ADN que codifica RANKL o HA insertado. Los vectores resultantes se llamaron con el nombre de hRP1.12-RA-
vector o el nombre de HA-vector, por ejemplo: hRP1.12-RA, pHP34s-Hibrido.

Creacion de vectores pMT/V5.HIS.A y pAC5.1 que contienen RANKL y HA (de gripe aviar H5N1). Los vectores se
obtuvieron de Invitrogen, se digirieron con EcoRI y Notl, los fragmentos deseados se purificaron en gel y se ligaron
con RANKL o HA sintéticos digeridos con EcoRl y Notl y purificados en gel como se ha descrito anteriormente, para
producir los vectores pMT/V5 y pAC5.1 con el ADN que codifica RANKL insertado.

Se cre6 un vector del marcador de resistencia a kanamicina/Geneticina(G418) y se llamé pHP34s-Hibrido-KanR. El
vector se cred insertando el ADN sintético solicitado en geneART que codifica el gen de KanR/NeoR (optimizado
para la expresion en células de E.coliy S2) y el promotor de E. coli en el vector pHP34s-Hibrido. El vector y el
inserto se digirieron con Xmnl y Sall, el vector lineal y los fragmentos que contienen kanR se purificaron en gel y se
ligaron de acuerdo con procedimientos convencionales.

El mapa de vector para hRP1.12-RA-pHP34s-Hibrido, pHP34s, pHP34s-hibrido-hSAR-FR, y pHP34s-hibrido.i se
muestran en las Fig. 10-12.

Transfeccion

Para los experimentos de comparacion se usaron los dos vectores de Invitrogen (pMT/V5.HIS.A y pAC5.1). Estos
dos vectores no contienen un marcador de seleccion, y por lo tanto se co-transfectaron con un vector que confiere
resistencia a higromicina también obtenido de Invitrogen (pCoHygro). La transfeccion se realizé6 de acuerdo con el
mismo protocolo que para los vectores derivados de pHP34s, pero se afiadio el vector de resistencia a higromicina
para los vectores pMT/V5.HIS.A'y pAC5.1 a una proporciéon de 10:1 (10 veces mas vector de expresion que vector
de resistencia a higromicina).

Los vectores restantes se transfectaron de acuerdo con el procedimiento convencional detallado anteriormente.

Preparacion de lineas celulares estables

Las células resistentes a higromicina se hicieron estables de acuerdo con el mismo procedimiento descrito para las
células resistentes a Zeocina anteriores, excepto que se afiadieron 600 ug/ml de Higromicina al medio en lugar de
1500 ug/ml de Zeocina.

El vector que confiere resistencia a kanamicina/Geneticina (G418) se transfecté de acuerdo con el procedimiento
descrito anteriormente, pero la seleccion se hizo usando entre 1200 y 1500 ug/ml de G418 en células S2 o con
concentracion convencional de Kanamicina para células de E. coli.

Ensayo de expresion

Induccion con CdCla.

El vector pMT/V5.HIS.A tiene un promotor inducible por cadmio de modo que para el ensayo de comparacion de
expresion las células se indujeron con CdCL2. Las células se cultivaron en matraces de agitacion durante 2-3 dias y
después se indujeron usando 1 ul de reserva por 1 ml de medio (Reserva: CdCI2 1 mM Sigma C-2544 lote 13H0424:
183 mg en 1000 ml de H20). Se permitié que las células produjeran proteina durante tres a cuatro dias adicionales
antes de tomar muestras para el analisis.

Los vectores restantes tienen promotores constitutivos y por tanto no hizo falta inducirlos. Se tomaron muestras
después de 3-4 dias de cultivo y produccion.

Los experimentos se realizaron por duplicado o triplicado (véanse los siguientes datos sin procesar) en matraces de
agitacion.
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Resultados

El intercambio del promotor central débil del promotor de actina 5¢ con el promotor central mas fuerte de HSP70
condujo a un aumento del 50% en la expresion sobre el promotor truncado de Actina 5¢ (véase la Fig. 8).

También se ensayo el efecto de un nuevo elemento, un intrén, especificamente el intron descrito en el articulo Zieler
H., Huynh CQ. "Intron-dependent stimulation of marker gene expression in cultured insect cells", Insect Mol Biol.
2002 1, 87-95. La secuencia de ADN de este intrén se expone en la SEC ID N° 60, donde esta flanqueada por dos
sitios de restriccion. De modo que, de acuerdo con la invencion, la inclusién de un promotor tal como la SEC ID N°
60 entre la secuencia de acido nucleico del promotor y la secuencia codificante para una proteina de interés puede
aumentar significativamente los niveles de expresion aumentados obtenidos por la presente invencion:

La Fig. 9 demuestra el efecto de afadir el intron o dos regiones flanqueantes de unién a matriz al vector del
promotor hibrido.

La Figura 9 demuestra que la adicién de un intrén aumentaba la expresion de la proteina modelo en un 22% vy la
adiciéon de dos regiones flanqueantes de union a matriz potenciaba la expresion en un 46% en comparacion con el
vector del promotor hibrido original. Se esperaria que la combinacién del intrén y las regiones de uniéon a matriz en
un vector potenciara adicionalmente la expresion.

Finalmente, la Fig. 13 demuestra que los vectores de la invencion proporcionan rendimientos de expresion
significativamente mayores que 2 vectores disponibles en el mercado.

Para concluir, se obtuvo un nivel de expresion aumentado significativo usando los vectores desarrollados en este
trabajo en comparacion con los vectores disponibles en el mercado.

La funcionalidad del vector también se mejoro afiadiendo un segundo marcador de seleccidn, kanamicina/geneticina
(G418). Esto permite la co-transfeccion de dos vectores que expresan diferentes proteinas en una célula. También
permite la transformacion consecutiva con los marcadores de resistencia a Zeocina y después resistencia a
kanamicina (en cualquier orden).

Tabla A1

Experimento de comparacién entre los vectores pHP34s-Hibrido y comerciales para RANKL y HA
Seleccion Recu | Transito |Recuen|Estable Recu |Transi| Recu | Esta

con ento | ria (mg/l) to (mgl/l) | |Protei| ento | toria | ento | ble

Descripcion  |Proteina| antibiético |Inducir* |celular celular na |[celular| (mg/l) [celular| (mg/l)

pHP34s- Zeocina (1500

Hibrido.i RANKL ug/ml) - 2,9/90 57 45/95 87 HA [2,8/96| 04 |[46/90| 57

pHP34s*Hi Zeocina (1500

brido.i RANKL ug/ml) - 3,1/91 6,7 49/96 92 HA [2,5/95| 0,5 [44/90| 54

pHP34s- Zeocina

Hibrido.i RANKL | (1500 ug/ml) - 3,2/92 7,1 43/95 96 HA [2,9/96| 0,6 |[46/90| 55

pHP34s- Zeocina (1500

Hibrido RANKL ug/ml) - 3,4/93 3,6 48/95 74 HA [2,4/95| 1,5 [45/90| 50

pHP34s- Zeocina (1500

Hibrido RANKL ug/ml) - 3,2/93 3,3 53/96 73 HA [2,9/96| 1,4 |[45/90| 53

pHP34s- Zeocina (1500

Hibrido RANKL ug/ml) - 3,1/92 5,1 54/96 73 HA [2,7/96| 0,7 [49/90| 51
Higromicina

pAc5.1/V5 RANKL | (600 ug/ml) - 3,3/90 0,9 49/96 3,8 HA [30/96 | 0,2 [43/93| 5
Higromicina

pAc5.1/V5 RANKL | (600 ug/ml) - 3,4/91 0,9 45/96 3,8 HA [2,7/96 | 0,2 [43/93| 5
Higromicina

pACc5.1A/5 RANKL | (600 ug/ml) - 3,2/91 1 49/96 3,8 HA [2,7/95| 0,2 [41/95| 5
Higromicina

pMT/V5.His.A | RANKL | (600 ug/ml) si 3,4/91 0,3 49/92 1,6 HA [2,6/96| 04 |[45/92| 26
Higromicina

pMT/V5.His.A | RANKL | (600 ug/ml) si 3,4/90 0,3 49/93 1,7 HA [2,5/95| 0,4 |[43/93| 30
Higromicina

pMT/V5.His.A | RANKL | (600 ug/ml) si 3,2/91 0,4 49/92 1,7 HA [2,5/95| 0,3 |42/92| 31

* Inducir usando CdCI2 * HA de

, : " El recuento celular se muestra como (E6 células/ml) / viabilidad de las células (%)
gripe aviar H5N1
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Tabla A2

Ensayo de la expresion de RANKL en pHP34s-Hibrido que contiene hSAR

Recuen Recuen| Exp.
Seleccion con to Transito| to relativa
Descripcion Proteina antibiético celular ria (mg/l)| celular| Nivel

Zeocina (1500

pHP34s-Hibrido.i RANKL ug/ml) 2,1E6 4.9 41/93 1.2
Zeocina (1500 .

pHP34s-Hibrido.i RANKL ug/ml) 21E6 54 4092 1.2
Zeocina (1500

pHP34s-Hibrido ~ RANKL ug/mi) 21E6 12 14593 1,0
Zeocina (1500 .

pHP34s-Hibrido  RANKL ug/mi) 21E6 16 4893 1,0

pHP34s-Hibrido- Zeocina (1500

hSAR-FF RANKL ug/ml) 2,1E6 14 45/92 1.4

pHP34s-Hibrido- Zeocina (1500 ]

hSAR-FR RANKL ug/ml) 2,1E6 1.2 49/92 1,5

pHP34s-Hibrido- Zeocina (1500

hSAR-RF RANKL ug/mi) 21E6 14 | 5191 13

pHP34s-Hibrido- Zeocina (1500 .

hSAR-RR RANKL ug/mi) 21E6 1,1 | 49/92 14

Tabla A3

Transitoria (nivel de exp.

Promotor Proteina relativa)

Hibrido-central RANKL 1,53 ’

HSP70

Hibrido-central RANKL 1,44

HSP70

Truncado Actina 5C RANKL 1,07

Truncado Actina 5C RANKL 1,00

LISTA DE SECUENCIAS:

SEC ID N° 1: pHP 16. Promotor de longitud completa de HSP70 (la secuencia en negrita corresponde a la
SEC ID N° 2)

CTAGAATCCCAAAACAAACTGGTTATTGTGGTAGGTCATTTIGTTTGGCAGAAAGAAAACTCGAGAAAT
TTCTCTGGCCGTTATTCGTTATICTCTCTITICTTITITGGGTCTCTCCCTCTCTGCACTAATGCT
CTCTCACTCTGTCACACAGTAAACGGCATACTGCTCTCGTTIGGTICGAGAGAGCGCGCCTCGA
ATGTTCGCGAAAAGAGCGCCGGAGTATAAATAGAGGCGCTTCGTCTACGGAGCGACAATTCA
ATTCAAACAAGCAAAGTGAACACGTCGCTAAGCGAAAGCTAAGCAAATAAACAAGCGCAGCT
GAACAAGCTAAACAATCTGCAGTAAAGTGCAAGTTAAAGTGAATCAATTAAAAGTAACCAGCAACC
AAGTAAATCAACTGCAACTACTGAAATCTGCCAAGAAGTAATTATTGAATACAAGAAGAGAACTCTGAA
TA

SEC ID N° 2: pHP12 Promotor truncado de HSP70 (la secuencia en negrita corresponde al PROMOTOR
CENTRAL DE HSP70 (SEC ID N° 37)

CTCGAGAAATTTCTCTGGCCGTTATTCGTTATTCTCTCTTTITCTTTITTIGGGTCTCTCCCTCTCTGCACTA
ATGCTCTCTCACTCTGTCACACAGTAAACGGCATACTGCTCTCGTTGGTTCGAGAGAGCGCGCCTCGA
ATGTTCGCGAAAAGAGCGCCGGAGTATAAATAGAGGCGCTTCGTCTACGGAGCGACAATTCAA
TTCAAACAAGCAAAGTGAACACGTCGCTAAGCGAAAGCTAAGCAAATAAACAAGCGCAGCTGAA
CAAGCTAAACAATCTGCAG

SEC ID N° 3: pHP11b promotor mutante de Actina5C de Nhel-Hindlll
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GETAGCTAAAAAAAATCATGAATGGCATC AACTC TGAATCAAATCTITGLAGATGCACCTACT TCTCAT
T AT G T CACATCATT T T TCCAGAT CTCGCTGCCTGTTATGTGGCCCACAAACCAAGACACGTTTTA
TEGCCATTAAA G TG CTGATCGTOG O AAACACCAAATACATAATGAATATGTACACATTCGAGA AL
GAAGCGATCAAAGRAGCGTCTTOGGGOGGAGTAGGAGAATGOGGAGGAGAAG GAGAACGAGCTGAT
CTAGTATCTCTCCACAATCCAATGLCAACTGACCAACTGEUCATATTCGGAGCAATT IGAAGLCAATTT
CCATCGCCT GG CGATCGCTCCATTCT TGO TATATGT T T T TCACCGTTACCOGGGEGOCATT T TCAAAGA
CTCGTOGG A GATANGATTGTETCAC TCGC TG TCTC TCT TCAT T TG TCGAAGAATECTEGAGGAATTTE
GOGATGACGT GG GAGTATT T TGAAG AL TG AGAATAATT TG TATTTATACGALAMATCAGTTAGTGGA
AT T T T A AA A A AT T TATCTATAGATAATT TTGT TG AAAATATGTTGACTATGACAAAGATTGTA
TG AT AT AT T TAAT GTAT T T AT T T T T TAT G TAT T TATAATGOCAATGATGATACTGATGATATTTT
ARGATGATGCCAGACCARAAGGETTGAATT TCTGEGTCT T T TGCCGAACGCAGTGCATGTGLAATTGT
TETT T G GAATATTCAAT T T TG GACTGTOOGCT T TGATTTCAGT T TC T TGGCTTATTCAAMAAGT AL
AGTAAASCCAAAAAAGOGEAGATGGCAATACC AAATGCGECAAMMNCSGTAGTGGAAGGARAGGGGTG
CEGEECAGCEEAMGEAAGGETGEGEELGEEEOETEGOGEEETCTGTGECTEEGOGCGEACGTCACT
GACGTTGGEAGC AT T TTGACCATGTGTGOGTG TG TG TATTATTOGTGTCTCGOCACTOGOCGGTT
GTTTTITTCT I T T TATGC TG OG T T T TA GO GO CATCTOGC T TACGCATGCTCAACGCACCGIATGET
TEOOGTTTCCT T T TATGCGTCAT T T TGO TOGAMATAGGCAATTATT TAAACAAAGATTAGTCAACGAA
AR GCTAAAATAAATAAGTCTACAATATGGTTACTTAT TGCCATGTGTLGTGLAGDCAADGATAGCAACA
AAAGCAACAACACAGGTGGETTTOOCTCTT TCACTTIT IGT T TGCAAGCDGOGTGOGAGCAAGACGGT
ACGACCGOCAAACGCAATTACGETGACAAAGAGCAGACGAAGTTTTGEOGAAAAACATCAAGSCECC
TGATACGAATGCAT T NG AATAACAAT TG GATATTTAATAT TG TT TATGAAGCTGTTTGACT TCALAMC
ACATRAALABAAAAATAAAACAAATTATT T GAAAGAGAATTAGGAATCGGACGCTTATCGTTAGHGTAL
CAACAAGARATGCTTACTGAGTCACAGCCTCTGGAAAACTGOCGCAAGOCAGAGAGAGAGAGAARAA
GAGGGAGAGCAGCTTAGACCGCATGTGCT TG TG TG TGAGGCGTCTCTCTCTTOGTCTCTGT TECECAA
A GCATAG AT GCACTGAAAARATCGATTACCTATT T TITATGAATGAATATT TGCACTATTACTATTCA,
A CTATTAAGATAGC AR TCACATTCAATAGC CAMATACTATACCACCTGAGCGATGCAAC GAAATGAT
CAATT TG A AAAAAT T O CATAT T TAG A GG AT CATTATAGAMATGCTTCTTGCTGTGTACTTIT
ET TG T G CAGCTGT T TGO GT TATT GT TAAAACCGGCT TAAGTTAGGTGTGTTT TCTACGACTA
GTGAATGLCCTACTAGAAGATGTGTGTTGCACAARATGTCCCTGGAATAACCAATTTGAAGTGCAGAT
AGCAGTAAAC G TAAGCTAATATGAATATTATT TAACTGTAATGTTT TAATATOGCTGGACATTACTAATA
AR CCCACTATAMMCACATGTACATATETATGTTTTGGECATACAATGAGTAGTTGHGEAAAMAATLGTGTA
AAAGCACCETGEACCATCACAGCATAMAGATAACCAGCTEAAGTATOGAATATGAGTAACCCCCAAATT
GAATCACA TGO CG AT GATAGGACCCATGGAAGTACACTCTTCATGG CGATATACAAGACACACAC
AAGCACGAACACCCAGTTGOGGAGGAAATTCTCCGTAAATGAAAAC CCAATCGGCGAACAAT TCATALC
CCATATATGGTAAAAGTTTTGAACGOGACTTGAGAGLGGAGAGCATTGLGLLTGATAAGETT TTAGDG

CTAAGCGOGCTTTATAARACGGECTGCGGGACCAGTTTTCATATCACTACCGTTITGAGTTCTTGTGET
GTGTGGATACTCCTCOCGACACARAGCCGCTCCATCAGCCAGCAGTOCGTCTAATCCAGAGACAAGCTT

SEC ID N° 4: p805 promotor de Actina5C (Secuencia de pAc5.1 invitrogen)
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GATACT T TAAAARARATCATGAATCGCATCAACT CTGAATCAAATCTTTGCAGATGCACCTACTTCTC
ATTTCCACTGTCACATCATTTT TCCAGATC TOGCTGCCTGT TATGTGGLCCACAAACCAAGACACIGTTT
TATGGCCATTAAAGCT GG TGATCGTCGOC AAAC ACCAAATACATATCAATATGTACAT TCGAG AAAGR
AGCGATCARAGAAGCGTCT TCEEECOAGTAGGAGAATGCGGAGHAG AAGGAGAADGAGCTGATCTA
GTATCTCTCCACAATCCAATGCCAACTGACCAACTGGOCATATTCGGAGCAATT TGAAGCCAATTTCCA
TGO G EOGATOGC TCCATTCT TG GCTATATGT T T T TCACCGTTCOOGGGGOCATT T TCAAAGACTCG
TOGGTAAGAT AAGATTGTGTCACTOGCTGTCTCTCT TCATT TG TCGAMAGAATCCTGAGGAAT T TCGOEA
TGACGTCGGCGAGTATT T T GAAGAATGAGAATAATTTGTATT TATACGAAAATCAGT TAGTGGAATTTT
CTACAARARCATGTTATCTATAGATAATTT IET T GCAAAATATGTTGACTATGACAAAGATTGTATGTAT
ATACCTTTAATGTATTCTCATTTICTTATGTATT TATAATGGCAATGATGATACTGATGATATTT TAAGAT
GATGCCAGACCACAGGCTGATTTCTGOGTCT T I TGCCGAACGCAGTGCATGTGCGGTTGTTGTTTTIIT
GGAATAGTTTCAATTT TCGGACTGTCCGETTTGATTTCAGT T TCT TGEECT TAT TEARRAS G CASRGT AR
AGCCAAAMAAGCGAGATGOCAATACCAAATGCGGLAAAACGGTAGTGGAAGGAAAGGGETGLGLGE
CAGLGGAAGGAAGGGTGEGECEGOGCETOOCOOOLTCTGTOGCTGGHOIGCGACGTCACCGACGTT
GEAGCCACT T T TGACCAT TG TG TG TGT G TAT TATTCG TG T TG CCACTC GO GGTTGTTTITT
TCTTT T TATCTC G TCTCTCTAGCGCCATCTOG TACGCATGCTCAAC G CACCGCATGTTGLCGTGTOCT
TTATGCGTCATTT IGGCTCGAAATAGGCAATTATT TAAACAAAGATTAGTCAACGAAAACGCTAARATA
AATAAGTCTACAATATGGTTACTTATTGCCATETGTGTGCAGC CAACGATAGCAACAAAAGTAACAACA
CAGTGGCTTTCCCTCT I TCACTTTTITGTITGCAAGCGCGTEGOGAGCAAGACGGLADGACCGGCAAACH
CAATTACGCTGACAAAGAGCAGACGAAGTTTTGGCCGAARAACATCAAGGCGLCTGATACGAATGCAT
TTGCAATAACAATTGLGATATTTAATATTGTT TATGAAGCTGT T TGACT TCAMAACATATARAASAIAAR
ATARRACAAATTATTTGAAAGAGAATTAGGAATCGGACAGCTTATCGTTACGGGCTAACAGCACACCG
AGACGAAMTAGCTTACCTGACGTCACAGCCTCTGGAAGAACTCCOGCCAAGCAGAGAGAGAGAGALA
AAGAGGEAGAGCAGCTTAGACCGCATGTGCTTGTGTETGAGGCGTCTCTCTCTTCGTCTCCTGTTTGE
GrAMMCGCATAGACTGCACTGAGAAAATCGATTACCTATT T T T TATGAATGAATATT TGCACTATTACTA
TTCAAAACTATTAAGATAGCAATCACATTCAATAGOCAAATACTATACCACCTGAGCGATGCAACGAAA
TGATCAATTTGAGCAAARAATGCTGCATATTTAGGACGGCATCATTATAGAAATGCTTCTTGCTGTGTAC
T TCGTCTGGCAGCTGTTTCGCCGTTATTGTTAAAACCGGLTTAAGTTAGGTGTGTT T TCTACG
ACTAGTGATGCCCCTACTAGARAGATGTGTGT TG CACARATGTCCCTGAATAACCAATTTGAAGTGLAL
ATAGCAGTARACGTAAGCTAATATGAATATTATT TAACTGTAATGT TTTRAATATOGCTOGACATTACT AR
TAAACCCACTATAAACACATGTACATATGTATGTTT NGECATACAATGAGTAGT TGGHGAAAAAATGTG
TAARAGCACCETEACCATCACAGCATAMAG ATAMCCASCTGAAGTATCGAATATGAGT AACCOCCAAA
TTGAATCACATGCCGCAACTGATAGGACCCATGGAAGTACACTCTTCATGGCGATATACAAGACACAC
ACAAGCACGAACACCCAGTTGOGGAGGAAATTCTCCGTARATGAAMMCCCAATCGLCGAACAATTCAT
ACCCATATATGGTAAAAGTTTTGAACGCGACTTGAGAGCGGAGAGCATTGCGGCTGATAAGGTTT TAG
COCTAAGCGGGCTTTATAAAACGGGCTGLGGGACCAGTTITCATATCACTACCGT T TGAGTTCTTGTE
CTGTGTEGATACTCCTCCOGACACAAAGCC G TCCATCAGOCAGCAGTCGTCTAATCCAGAGACCCCG
GAT

SEC ID N° 5: pHP17 Truncado Actina5C_2, 1469 nt

GrATGCTOAMCGCACCGCATGTTGCCGTGTCCT I TATGOGTCAT T T TGGCTCGAAATAGGCAATTATIT
ARACAAAGATTAGTCAACGAAAAC GCTAAAATAAATAAGTCTACAATATGGTTACTTATTGCCATGTGT
GTGCAGCCAACGATAGCAACAAAAGCAACAACACAGTGGCTTTCCCTCTITCACTTTITGTTTGCAAGT
GLGTOUGAGCAAGACGECACGACCGGLAAACGLAATTACGCTGACARAGAGCAGACGAAGTTTTEEE
COAAAAACATCARGGOGCCTGATACGAATGCATT TGCAATAACAATTGCGATATT TAATATTGTT TATG
ARGCTETTTGEACT T AN AT AT AT RS AN TAAAACAMATTATT TGAAA GAGAATTAGGAATOG
GACAGCTTATCGTTACGGGCTAMCAGCACACCGAGACGAMTAGCTTACCTGACGTCACAGLLTCTGG
AAGAACTGCCGOCAAGCAGAGAGAGAGAGAAAAAGAGGGAGAGCAGCTTAGACCGCATGTGCTTGT
GTGTGAGGCGTCTCTCTCT TG TCTCCTG T T TGO GCAAADGCATAGACTGCACTGAGAAAATOGATTA
CCTATT T T TATGAATGAATATTTGCACTATTACTATTCAAAACTATTAAGATAGCAATCACATTCAATAG
COARATACTATACCACCTGAGCGATGCAACGAAATGATCAATTTGAGCAAAAATGCTGCATATITAGGA
CGGCATCATTATAGARATGCTTCTTGCTGTGTACT T T TCTCTOGTCTGGCAGCTGTT TCGLOGTTATTG
TTAAAACCGGOTTAAGTTAGGTGTGTTTTCTACGACTAGTGATGCOCCTACTAGAAGATGTGTGTTGCA
CARATGTCCCTGAATAACCAATTTGAAGTGCAGATAGCAGTARACGTAAGCTAATATGAATATTATITA
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ACTGTAATGTT T TAATATCGCTGGACATTACT AATAAACCCACTATAAACACATGTACATATGTATGTTT
TGGCATACAATGAGTAGTTGOGGAAAARA TG TG TAAAAGCACCGTGACCATCACAGCATAAAGATAAC
CAGCTGAAGTATOGAATATGAGTAACCCCCARAATTGAATCACATGCCGUAACTGATAGGACCCATGGA
AGTACACTCTTCATGGLGATATACAAGACACACACAAGCACGAACACCCAGTTGCGGAGGAAATTCTC
CETAAATGAAAACCCAATCG G GAACAATTCATACCCATATATGGTAAAAGTT T TGAACGOGACTTGA
GAGCEEAGAGCATTGCGGCTEATAAGGETT T TAGCGCTAAGCGGECTTTATAAAACGGGCTGCOGGAC
CAGTTTTCATATCACTACCGTTTGAGTTCTTGTGCTGTGTEGEATACTCCTOCCGACACAAAGCOGCTCC
ATCAGCCAGCAGTCGTCTAATCCAGAGAC

SEC ID N° 6: pHP18 Truncado Actina5C_3, 612 nt

CTAGTGAATGCCCTACTAGAAGATG TG TG T TG CACAARATGTCCCTGGAATAACCAATTTGAAGTCA
GATAGCAGTAAACGTAAG  TAATATGAATATTAT T TAACTGTAATGTT T TAATATCGCTGGACATTALTA
ATAAACCCACTATAAACACATGTACATATGTATGTTITGGCATACAATGAGTAGT TGGGGAAMAAATGT
GTAAAAGCACCGTGACCATCACAGCATARAGATAACCAGCTGAAGTATOGAATATGAGTAACCCCCAA
ATTGAATCACATGOCGCAACTGATAGGACCCATGGAAGTACACTCTTCATGGCGATATACAAGACACA
CACAAGCACGAACACCCAGTTGCGGAGGAAATTCTCOGTAMATGAAAACCCAATCGGOGAMCAATTCA
TACCCATATATGGTAAAAGTTTTGAACGOGACT TGAGAGCGGAGAGCATTGOGGCTGATAAGGTTTTA
GUGCTAAGCGGGET TTATAARAACG GG CTGOGGGACCAGTTTTCATATCACTACCGT TTGAGTTCTTGT
GO GTETeGATACTCCTCOGACACAAA GG CTOCATCAGCCAGCAGTOGTCTAATOCAGAGAC

SEC ID N° 7: pOPIE2

GTCATGATGATAAACAATGTAT GG TGCTAATGT TGCT TCAACAACAATTCTGTTGAACTGTGTTTTCAT
GTTTGCCAACAAGCACCT T TATACTCGETGGOCTCCCCACCACCAACT T T T T TGCACTGCARAAAAACA
CGCTTTTGCACGCGGGUCCATACATAGTACAAACTCTACGT T TOCGTAGACTATTT TACATARATAGTCT
ACACCGTTGTATACGCTCCAAATACACTACCACACATTGAACCTTT TTGCAGTGLAAMMAAGTACGTGT
CGEGCAGTCACGTAGGCCGGCCTTATCGGGTCGCGTCCTGTCACGTACGAATCACATTATCGEACC GG
ACGAGTGTTGTC T TATCGTGACAGGAC GCCAGCTTOCTGETE T TECTAACCGCAGCOGGACGLAACTCC
TTATOGGAACAGGACGCGCCTCCATATCAGCCGOGCGTTATCTCATGCGCGTGACCGGACACGAGGC
GLCCGTCCCGCTTATCGCGLCTATAAATACAGCCCGLAACGATCTGGTAMCACAGTTGAACAGCATC
TGTT

SEC ID N° 8: Aislante Gypsy de (Pubmed: gi|12237306:1188-1574 vector de transformacion de GFP
Stinger)

TCACGTAATAAG TG TGOGT TGAATT TATTOGCAAAAACATTGCATATT T TOGGCAARAGTARRATTTTGTT
GrATACCTTATCAAARAATAMGTGCTGCATACT T T T TAGAGAAACCAAATAATTTITTAT TGCATADCCG
TTT T TAATAAAATACATTGCATACCCTCTTT TAATAARARRATATTGCATACTT TGACGAAACAAATTTTCE
TTGCATACCCAATAARAGATTATTATATTGCATACCCGTTTTTAATAAAATACATTGCATACCCTCTTTTA
ATAAAAAATATTGCATACGTTGACGAAACARATTTTCGTTGCATACCCAATARAAGATTATTATATTGCA
TACCTTTTCTTGOCATACCATTTAGCCGATCAATT

Lista de cebadores

Nombre Secuencia de oligo SEC ID N°

2007 CGCTCAGTGGAACGAAAACTCACG 9

4003 AAGGGATTTTGGTCATGAACAATAAAACTGTCTGCTTACATAAACAGTA 10
ATACAAGGGGTGTTCATAGTATAATACGACTCACTATAGGAGGGCCAC
CATGGCCAAGTTGAC

4004 GCAGACAGTTTTATTGTTCATGACCAAAATCCCTTGCAGAGATCCGAAT 11
TAATTCG

4009 CACCCAGGCCAGGGTGTTGTCCGGC 12

4032 GTTTTATTGTTCATGACCAAAATCCC 13

4035 GCGCCTCGAATGTTCGCGAACTTAAGAGCGCCGGAGTATAAATAG 14

4036 CTATTTATACTCCGGCGCTCTTAAGTTCGCGAACATTCGAGGCGC 15

4037 GTAAAAGTTTTGAACGCGACTTAAGGAGAGCGGAGAGCATTGCGG 16

4038 CCGCAATGCTCTCCGCTCTCC1TAAGTCGCGTTCAAAACTTTTAC 17
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590 TTCACTGCATTCTAGTTGTGG 18
917 CTAAGATTTAGTCAGATATCG 19
975 g?TCAATGTATCTTATCATGTCT GCTAGCGGATCATGATGATAAACAAT 20
976 ACATTGTTTATCATCATGATCCGCTAGCAGACATGATAAGATACATIGA 21
979 TCTGCTAGCTAAAAAAAATCATGAATGGC 22
980 CCAAGCTTGTCTCTGGATTAGACGACTG 23
981 TGCTAGCCTCGAGAAATTTCTCTGGC 24
982 CCAAGCTTCTGCAGATTGTTTAGCTTG 25
986 AGAATTCAGCTGAGCTCGAGGGTACCAAGC 26
987 GGTTTGTCCAAACTCATCAATGTAT 27
990 TTATTGCCATGTGTGTGCAG 28
992 CGATGCAACGAAATGATCAA 29
993 GGCTGATAAGGTTTTAGCGCTA 30
994 CAAATTATTTGAAAGAGAATTAG 31
995 GTTTTAATATCGCTGGACATTAC 32

SEC ID N° 33: secuencia del promotor de actina pAC5.1 (2516 pb):

TAAAAARAATCATGAATGGCATCAACTCTGAATCAAATCT T TGCAGATGLACCTACTTCTCATTTODACT
T CACATCATT T T TECAGATC TG TGCCTGTTATGTGGOCCACAAADCAAGACACGTTTTATGGLOAT
TAARGCTGGCTGATCGTCGCCAAACACCAAATACATATCAATATGTACATTCGAGAAAGAAGOGATCA
ARGAAGCETCTTOGGGECGAGTAGGAGAATGCGGAGGAGAAGEAGAACGAGCTGATCTAGTATCTCTC
CACAATO AR TGO CAACTGACCAAC TEGECCATATTOGGAGCAATTTGAAGCCAATT TCCATCGCCTGE
CGATCGCTOCATTC T TGGCTATATGT T T T TCACCGTTACCOGGGGCCATTT TCAAMMGACTOGTOGECAA
GATAAGATTGTGTCACTCGCTGTCTCTCTTCATTTGTCGAAGAATGCTGAGGAATTTCGCGATGACGTC
GECGAGTATTT T GAAGAATGAGAATAATTTGTATT TATACGAAAATCAGT TAGTGGAATT T TCTACANR,
AR ATGTTATCTATAGATAATTT TG TTGCAAAATATGTTGACTATGACAAAGATTGTATGTATATACCTT
TAATGTAT T T AT TT T T TATGTAT TTATAATGGCAATGATGATACTGATGATATT T TAAGATGATEOC
AGACCARAAGGCT TGAATT TCTGCETCTT T TGoCGAACGCAGTGCATGTGCAATTGTTGTTTTTTGGAR
TATTCAATT T TCGGACTGTCCGCT T TGATT TCAGTT TC T TGGCTTATTCAAAAAGCAAAGTAAAGCC AMA
AAAGCGAGATGGCAATADCAAA TGO GECAAAMACGGTAGTGGAAGGAAAGGGETEOEGEHGCAGCGGA
AGGAAGGGTGGEGLEGGGLGTGGLGEEGTCTGTGGCTGGGLGOGACGTCACCGACGTTGGAGCCA
CTCCT T T GACCATGTGTGCGTGTGTGTATTATTCGTG TCTOCGCCACTCGOOGGTTGTITTITITCTITITA
TE TGO G T TN TAGC GO CATC TG TTACGCATGCTCAACGCACCGCATG TTGOCGTITCCTTTTA
TEOGTCATTTTOGCTCGAAATAGGCAATTATT TAAACARAGATTAGTCAACGAAAACGCTAAAATAAAT
AAGTCTACAATATGGT TACTTATTGCCATGTGTGETECAGCCAALGATAGLAATARAAGCAACARACACH
GETGGECTTTCCCTCT T TCACTTTT TG TTTGCAAGCCGOGTECGAGCAAGACGECACGACCGGCAAADG
CAATTACGCTGACAAAGAGCAGACGAAGTTTTGHOGAMAAACATCAMGGOGCCTGATACGAATGCATT
TECAATAACAATTGCGATATTTAATATTGTTTATGAAGCTGTTTGACT TCAAAACACACA AAAMSAAAAR
TAAAACAAATTATTTGAAAGAGAATTAGGAATCGGACGC TTATCGTTAGGGTAACAACAAGARATECTT
ACTGAGTCACAGCCTCTGGAAAACTGLOGCAAGCCAGAGAGAGAGAGAAAAAGAGGGAGAGCAGCT
TAGAC AT T ECTTETE TG TEAGGCGTCTCTCTCT TEGTCTCTG T TG LAAADGT ATAGACTOA
CTGAAAAAATCGATTACCTATT I T TATGAATGAATATT TGCACTATTACTATT CAAAACTATTAAGATA,
GrAATCACATTCAATAGCCAAATACTATACCACCTGAGCGATGCAACGAAATGATCAATTTGAGCAAA A
ATGCTGCATATT TAGGACGGCATCATTATAGAAATGCTTCTTGCTGTGTACT T TTCTCTCGTCTGGLAG
CTGTTTCGCCGTTAT TG TTAAAACCGGCTTAAGTTAGGTGTGTTTTCTACGACTAGTGAATGCCCTALT
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AGAAGATGTGTG TG ACAAAATGTOCCTGGAATARDCAAT T TEAAGTGCAGATAGCAGTAAADGTAA
GCTAATATGAATATTATTTAACTGTAATGTTTTAATATCGCTGGACATTACTAATAAACCCACTATAAAC
ACATETACATATGTATGTTTTGGCATACAATGAGTAGTTGGGEAAAAAATGTGTAAAAGCACCGTGAL
CATCACAGCATAAAGATAACCAGCTGAAGTATCGAATATGAGTAACCCCCAAATTGAATCACATGLCS
CAACTGATAGGACCCATGGAAGTACACTCTTCATGGCGATATACAAGACACACACAAGCACGAACACT
CAGTTGLGGAGGARATTCTCCGTAAATGAAAACCCAATCOGLGAACAATTCATACCCATATATGETAA
ARGTTTTGAACGOGACTTGAGAGCGEAGAGCATTGCGGCTEGATAAGGETT T TAGCGCTAAGOGGEGECTT
TATAAAACGGGLTGLGGGACCAGTTTTCATATCACTACCGTTTGAGTTCT TGTGLTGTGTGGEATACTOC
TCCCGACACAAAGCOGCTCCATCAGCCAGCAGTOGTCTAATOCAGAGAC

SEC ID N° 34: vector pHP15c_su(hw):

CATAGTATAATACGACTCACTATAGGAGGECCACCATGGCCAAGT TGACCAGTGLCGTTCOCGGTGCTC
A CGOEOECGACGTOECCGEAGCEETOGAGTTCTEEACCGACCGLCTCRGOGTTCTODOGGGACTTE
GTEEAGEACGACTTCGCOGGTGTEETODGGEACGACGTGACCCTGT TCATCAGCGOGGETCCAGGAT
CAGGTEGETGCCGEACAAC ACCCTGECCTEGETETEEETECGOGEICTGEACGAGCTETACGIOGAS
TEGETCGGAGGTCGTGTOCACGAACT TOLLGGACGCCTOCGLGCCGLOCATGALCLGAGATOLGOGAS
CAGCOGTHGGE GGG GG AGTTOGOOCT oG OGACCCGG oG GCAACTECGTGLACT TCGTGGECGAS
GAGCAGGACTGACCGAC GLOGACCAACADOLGOOGOTCCGACGLUGLGCCCACGGETOOCAGGLEGE
TOGACCTCGAAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATARAGCAATAGCATCACAAATT TCAL
AAA T AR GCATTTTT T T ACT AT TCTAGT TETG T T TET O AAACTCATCAATGTATCTTATCATGTE
TECTAGCTCAC G TAATAAGTGTGCGTTGAAT TTAT TCGCAAAAACATTGCATAT TTTCRGOAAA GTAAR
ATTTITGT IGCATACCT TATCAAAAAATAAGCGTGCTGCATACT TTT TAGAGAAACCAAATAATTTTTTATTG
CATACCCGT T T T TAATAAAATACATTGCATACCCTCTTT TAATAAAAAATATTGCATACTT TGACGARAAT
AAATTTTOGTTGCATACCCAATAAAAGATTATTATATTGCATACCCGTTTT TAATAAAATACATTGCATA
COCTCTT T TAATARAAAAAT ATT GCATACGT TGACGAAACAAATTTICGTTGCATACCCAATAAAAGATTA
TTATATTGCATACCTT T T TGO CATACCATTTAGCCGATCAATTCTCGAGAAATT TCTCTGELCGETTAT
T GTTAT T T T T T T I T TG T T e TE T T CACTAATGCTCTCTCACTO TG TCACACAGT
ARACGECATACTGCTCTCGT IGGT TCGAGAGAGOGCGCCTUGAATGT TOGCGAAAAGAGDECOEGAG
TATAAATAGAGGOECT TCGTCTACGGAGCGACAATTCAAT TCAAACAAGLAAAGTGAACADGTCGITA,
AGCGAMAGCTAAGCAAMTAAACAAGCGCAGCTGAALCAAGLCTARACAATCTGCAGAAGCTTGGTACCCT
CGAGCTCAGCTGAATTCTGGATOCTCTAGACCGGTCATATGOGGUOGOGGATOGATOGATATCTGACT
ARATCTTAGTTTGTATTGTCATGT T T TAATACAATATGTTATGTT TAAATATETT TT TAATAAATT T TATAA
AATAATTTCAACTITTAT TG TAACAACATTGTCCATTTACACACTCCTITCAAGCGOCGTGGGACTCGATG
CTCTCACGTAATAAGTGTGCGTTGAATTTATTCGLAAAAACATTGCATAT T T TCGGCAAAGTARAATTTT
GTTGCATACCT TATCAARAAATAAGTGCTGCATACTTT T TAGAGARACCAMATAATTTITTTATTGCLATAL
CCGTTTTTAATAAAATACATTGCATACCCTCTTT TAATAAAAAATATTGCATACTTTGACGAAMACAAATTT
T T T GCATAC O AATAAAAGATTATTATATTGCATACCCGTT TTTAATAAAATACATTGCATACCCTCT
TTTAATAAAAAATATTGCATACGT TGACGAAACAAATTT TCGTTGCATACCCAATAAAAGATTATTATAT
TECATACCT T T T T TGO CATACCAT T TAGCCGATCAATTACTCAAAGL GG TAATACGGTTATOCACAL
AATCAGEGEGEATAACGCAGEAAAGAACATGE TGAGCAMANGEFCCAGCAAAAGGECCAGGAATDGTAMAASR
GEOCGOETTGCTGECGTTTTTCCATAG GO TCOGOCCOCCTGACGAGCATCACAAAAATOGACGCTCAS
GTCAGAGG TEGOGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGLGTTTCOOCCTEGAAGCTCOOTOGT
GOGCTCTCCTGT TG A TG G T TACC GGATACC TG TCCGCCT T TCTOCCT TOGGGEARGOGTGE
CGCTTTCTCAATGCTCACGCTGTAGG TATCTCAGTTOGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTET
GTGCACGAACCCOCOGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCC
GGTAAGACACGACT TATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGDGAGLETATGTA
GEOGETECTACAGAGTTC T TEAAGTGETEEOCTAACTADGGCTACACTAGAAGGACAGTATT TGETAT
CTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTOGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCT TGATCCGGCAAACAAACTA
COGLTGGETAGCGGETGGETTTTT T TGT I TGCAAGCAGLAGAT TACGOGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAA
GATCCTTTGATCTITTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAMACTCACGTTAAGGGATTTTGCA
TGCGCTAAGCGGGCTTTATAAAACGGGCTGCGGGACCAGTTTTCATATCACTACCGTTTGAGTTCTTG
TGCTGTGTGGATACTCCTCCCGACACCGAATTAATTCGGATCTCTGCAAGGGATTTTGGTCATGAMCA
ATARAACTGTCTGCTTACATAAACAGTAATACAAGGGGTGETT

SEC ID N° 35: vector pHP15c:

CATAGTATAATACGACTCACTATAGGAGGECCACCATGGCCAAGTTGACCAGTGCCGTTCOGGTGETC

35



5

10

ES 2 543 730 T3

ACCGOGCGCGACG TG CGGAGC GG TOGAGTTETGGACCGACCEGETCGGGE TTCTCOOGGEGACTTC
GTEGAGGACGACT TCGUCGLTETGE T GG EACGACGTGACCCTGTTCATCAGOGCEGETOC AL AT
CAGGTGEETGCCEGACAACACCCTGECCTGGGTG TG GTGLGCGLCCTOGACGAGCTGTACGCCGAG
TGETCGGAGGTCGTGTCCACGAACTTCOGGGACGCCTCOGOGCCGEGLCATGACCGAGATCGGLGAG
CAGCOGTGGGGEGLGOGAGT TCGCCCTGOGCGACCCGGECOGGECAACTGCGTGCACTTCG TEGEOOGAD
GAGCAGGACTGACCGACGCCGACCAACACCGOOGETCCGAL GGCGGLLCACGGETCOCAGGGRGS
TCGACCTCGARACT TG T T TATTGCAG T TATAATGETTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCAD
BT AR A G ATT T T T AT GCAT T TAGT TGO TG T TIGT O AAAC TCATCAATGTATCTTATCATSTC
TGCTAG T GAGAAATT T T T GGG T TATTOGTTATTCTCTET T T TET T T GGG TCTCTCOCTCTC
TG ACTAATGCT T T AT T S TCACACAGTARACGGCATACTGCTCTCGTTGG TTCEAGAGAGTGEC
GOCT AT ST TG GAAAAGA GGG GAGTATAAATAGAGGCGCT TG T TACSGAGCSACAATT
CAaATTCAMS AL AANGTHAACACGTOECTAAGOAMAGCTAAGCARATAAACAAGCGCAGCTGANT
BAGCTARAC A ATC TG AGAAGETTGGTAC CCTOGAGC TCAGC TGAATTCTGGATCCTCTAGACCGETE
ATATGC GGG GATOGAT O GATATC T GACTAAMAT T TAGT T TG TAT TG TCATGT T T TAATACAATAT
GTTATGT T TAAATATGT T T TAAT AAATT T TATAAAATAATT TCAACT TTTAT TG TAACAACATTGTCCATT
TAC A AT T T TEAAG GG TG GAC T GATGLTCACTCAAAG GUGG TAATACGE TTATCCAC MG AR,
TCAGGGGATAACGCAGGARAGAAC ATGTGAGCAAMAGEOCAGCAAAAGGOCAGGAACC GTAALALG
GOCGCGTTECTGEGOETT TT TCCATAGGCTC OGO COCCTGAC GAGCATCACAAAMATCGACGCTCAAG
TCAGAGGTRGECGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTT TOOCOCTGEAAGCTODCTCGTG
T T T GTT OO GAC TG LT TACCGGATACCTGTCOGCCTTTCTCOCT TOGGGAAGCGTGGE
G T T T CAAT G T A G TG TAGG TATC T AGT T GG TG TAGGTCGTTCGCTCCAMGCTGGGL TG TG
T A GAA L O GT T AG OO GA G TG G T TATCC GG TAACTATCG TCTTGAGTCCAACCCG
GTAAGACACGACTTATC GLCACTOGCAGCAGCCACTGGTAACAGGAT TAGCAGAGLCGAGGTATGTAG
GGG TEETACAGAGT T T GAAG TG TG TAACTACG G TACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATC
TECGCTCTGCTGAAGCCAGT TACCT TCGGAAAMAGAGTTGETAGCTCT TGATOCGECAAMCAANCCAC
COCTGGTAGCGGTGGTTTT T T TGT T TECAASCAGCAGATTADSCGCAG AASAAALSCATCTCAAGAAS
ATCCTTTGATCT T T TCTACGGEGTCTGACGCTCAGTGGAACGAMAMACTCACGTTAAGGGATTITGCAT
GLGCTAAGLGRGCTT TATAAAA GGG TGO GACCAGTT T TCATATCACTACCGTITGAGTTCTIGT
GeTGTGTGGATACTCCTCCOGACACCGAATTAATTCGGATCTCTGCAAGGGATT T TGGTCATGARC AR
TAAAACTGTCTGCTTACATAAACAGTAATACAAGGGGTGTT

SEC ID N° 36: PROMOTOR CENTRAL DE ACTINA 5C DE PHP10 CORRESPONDIENTE A NT 478 A NT 572
DE LA SECID N° 6:

TAGCGCTAAGOGGGCTT TATAAAAC GGG TG OGHGACCAGTTTTCATATCACTACCGTTTGAGTTCTT
GTGCTGTGTGGATACTCCTOCCGAC AL

SEC ID N° 37: PROMOTOR CENTRAL DE HSP70

GAGCGCCGGAGTATAAATAGAGGCGCTTCGTCTACGGAGCGACAATTCAATTCAAACAAGCAAAGTG
AACACGTCGCTAAGCGAAALLTA

SEC ID N° 38: Secuencia de marca HIS de acuerdo con la invencion:
ATGAAACACCAACACCAACATCAACATCAACATCAACATCAA

SEC ID N° 39: Secuencia del elemento de 72 pb con sitios de restriccion Xba1 y Not1 (en recuadro)

TG T TAGARTGCTTTGCATACTTCT G TG CTGaOGAGCCTGGGGACTTTCCACACCCTAACTGACA
CACATTCCACAGCTGGTTGCGGLOGHTTTA

SEC ID N° 40: Secuencia PRE de HBV con sitios de restriccion Xba1 y Not1 (en recuadro) (SEC ID 40):
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TGO CTAGA GTGGAACCTTTGTGGCTCCTC TGECGATECATACTGCGGAACTCCTAGCCGETTGTTT
TGCTCGCAGLCGGTCTGGAGCAAAGCTCATCGGAACTGACAATTCTGTOGTCCTCTCGOGGAAATATA
CATCGTTTCCATGGETECTAGGCTGTACTGCCAACTGGATCCT TOGCGGGACG TCCTTTGTTTACGTE
COGTCGGOGCTGAATCCC GO GEACGACC O TCGOGGGGCCGCTTEEGACTCTCTCGTCOCCTTOTCC
GTCTGLCGTTCCAGCCGACCACGGEGCGCACCTCTCTITACGCGGTCTCCCCGTCTGTGOCTTCTCAT

CTECCGaETOCGTGTGCACT TGO TCACC T TG CACSTTGCATGGAGACCACCG TGAACGCCCATCAG
ATCCTGOCCAAGGTCTTACATAAGAGGACTCTTGGACTCCCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGE
CTACTTCARAG ACTGTGTGTTTAAGGACTGBGAGGAGETGEGGGAGGAGATTAGGTTARAAGGTCTTT

GTATTAGGAGGCTGTATGCATAAATTGGTCTGIGCGGCCGOTTTA

Name Oligo Sequence SEQ ID
NO:
1892 41
2232 42
2233 43
2234 44
2235 45
2236 46
901 47
983 48
984 49
993 50
2509 51
4000 52
4001 G A CTCTGGCCG 53
4002 CC_ GGGAATTAATTCoOT(aCAGATFGWAGCTTGTTCAG 54
4007 CCOTITGAGTICTTIGTGCTGTGTGGATACTCCTCCCGACACCGAATTAA | 55
TTCGGATCTCTGCTTGACAATTAATCATCCGGCTCGTATAATGCATAGTA
TAATACGACTCACTATAGG
4008 CCACACAGCACAAGAACTCAAACGGTAGTGATATGAAAACTGGTCCCG 56
CAGCCCGTTTTATAAAGCCCGCTTAGCGCATGCAAAATCCCTTAACGTG
AGTTTTCGTTCC
4009 CACCCAGGCCAGGGTGTTGTCCGGC 57
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SEC ID N° 58: VECTOR PHP34S (CREADO A PARTIR DE ADN SINTETICO):

AAAGATAACCAGCTGAAGTATCGAATATGAGTAACCCCCARATTGAATCACATGCOGOAACTGATAGS
ACCCATGGAAGTACACTCTTCATGGOGATATACAAGACACACACAAGLACGAACADCCAGTTGOGGAG
GAAATTC TG TAAATGARAAC AN TG G CGAACAATTCATACCCATATATGGTAAAAGTTT TGAALG
CGACTTAAGGAGAGCGGAGAGCATTGCGGCTGATAAGGTTT TAGCGCTAAGCGLGECTTTATAAAALG
GECTECGEEADCAGTT T TCATATCACTADCGT T TGAGTTCT TG TGCTGTGTEEATACTOC TOCCGACHA
CAMMGCCGCTCCATCAGCCAGCAGTCGTCTAATC CAGAGACAAGCT TGETACCCTCGAGCTCAGCTEA
ATTCTGGATCCTCTAGA D CGGTCATATGCGG OO OGGATCGATCGATATCTGACTAMMTCTTAGTITGT
ATTGTCATGTT T TAATACAATATGTTATGTTTAAATATGT T T T TAATAAATTTTATAAAATAATTTCAACTT
TTATTGTAACARCATTGTCCATTTACACACTCCT TTCAAGCGCGTGGGACTOGATGCTCGGLGCCACTC
AAAGLCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGHGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCARAAGGT
CAGCARARAGG CCABGAACCGTAMAAGGOCGLGTTGCTGLOGTTTTTCCATAGGCTOCGCOCDCCTG
ACGAGCATCACAAAAATCGADGCTCAAGTCAGAGETGGUGAAACCUGACAGGACTATAAAGATATCA
GECGTT T CCCCTEEAAGCTOCCTOGTGOECTCTCCTETTCOGACCC TG CCGCT TACCGGATACCTGT
COGCCTTTCTCCCTTOGGGAAGCGTGGCGCT TTCTCAATGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTOGGTG
TAGGTCGTTCGCTCCAAGCT GG GCTGTGTGCACGARA CCCCCCGTTCAGDOCGACCGCTGOGCCTTAT
G GTAACTATCG TCT TGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACT TATCGLCACTGGCAGCAGLCACTGGET
AACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATETAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGEOCTAMTACG
GETACACTAGAAGGACAGTATT TGETATCTGCGCTCTGETGAAGCCAGTTACCTTOGGAAAAAGAGTT
GETAGCTCT TGATCCGECAAAC AR CACCGCTEETAGCGGTGGETTTIT T TGT 1 TECAAGCAGTAGAT
TACGOGEOAG AN AN NG AT TCALGAAGATCCTTTGATCT TT TCTACGGEETCTGACGETCAGTGGA
ACGAARACTCACGTTAAGGGATTTTGCATGCGCTAAGCGGGCTTTATAAMACGGECTGOGGGACCAG
T T CATAT CACTACCGTT TGAGTTCT TG TEC TG TETGGATACTOCTOCCGACACCGAATTAATTCGGA,
T TG ARG GGATT T TG TCATGAACAATAAAACTGTCTGCT TACATAAACAGTAATACAAGGGGTET
TCATAGTATAATACGACTCACTATAGGAGGGCCACCATGOCCAAGTTGACCAGTGCOGTTOCGGTGET
CACCGCEOGCGACGTOGCCGGAGC GETCGAGT TCTGGACCGACCGECTOGGGTTCAGCCGGGALCTT

CETEGAGGACGACTTCGUCGGTGTGETCCGGEACGACGTEACCCTGTTCATCAGOGCGETOCAGGA
CCAGETEETECCGEACAACAC DT GG T GGG TETGEE TR GGG TG GACGAGCTGTACGLCGA
GTGGTOGEAGGTOGTGTOCACGAACTTOCGGGACGLCTOLGGGLCGGLCATGACCGAGATCGGLGA
GLAGCCGTEGEGEOGELAGT TOGLCCTGOGLGACCCGECCGLCAACTGOGTGCACTTOGTGGOCGA
GEAGCAGGACTGACCGACGLCGACCAACACCGCOEGTOLGACGLGOGGLCCACGEETCCCAGG GGG
GTCGACCTCGARACTTGTTTATTGCAGCT TATAAT GG TTACAAATAAAGCAATAGCATCACARATTTCA
CAARTAAAGCATTTTT T TCACTGCAT TCTAGT TGTGGTT TG TCCAAACTCATCAATGTATCTTATCATGT
CTTCACGTAATAAGTGTGOGGETAGCAGTCAACTACTAGTGAATGCUCTACTAGAAGATGTGTGTTGE
ACAAAAT T TGGAATAACCAAT T I GAAGTGLAGATAGCAGTAAACGTAAGC TAATATGAATATTAT
TTaACTGTAATGT T T TAATATCGCTGEACAT TACTAAT AAACCACTATAAACACATGTACATATGTATG
TTTTGGCATACAATGAGTAGTTGLGGAAALAATGTGTARAAGCACCGTGACCATCACAGCAT

SEC ID N° 59: SECUENCIA DE REGION DE UNION A MATRIZ (LLAMADA HSAR EN MAPAS DE VECTOR):

CTAGAATATTCGCTTTATTTTGGAAAT T TCTT TATAAATACGGCTGOTTAAGTTAATTATGTTAGAGATA
ATCGAAGGGTTTGT TACGLGGATGT TGTCCGCCAGAAAGGCCTATGGAACTTTGACAAGATATTCTTA
AR TG TATTTACATACTAACTTAAA A G TAT TTAT TTAT TAGATTAATACAGACAATTGCATGCAGA
TEATTGTTAGTGTTTT T TATT TAARATTACGTAAAGGT TETCAAGACTGTTGT TGTCAACTGTTTACACT
CTGAAATARGT TGAATTTTTOGCTT TAAAGGTAAATATGAAGGTTTCT T TGCTTAATTAAACGCAATTTT
TTITATTCAATATAAACAATATTTATT T TACT TATAAATCAAAAACAAATTAAAAATATTAAATATACANGA
AAATAAACARCARATTOCAAGT T TGCACACT TT TGAGTCTATATATAAACGT TAGAAGATCACACASATT
TACATATGTATGTACATATGTACTTATGCATGCAAAAGCATATGCAAARACCGTGTCTTT TATGAAAMTT
ARAGTTAAATAAAGTTAAATACTAAGATATATGTATT T TTGAATCTTTT TATTGCAGGAAGGEGATATTEA
ACTACATACATATACATACATACATATGTATGTACT TG TACATT TG TAAGCGCGGTATTTACATT TAAAC
CAATTAAAATT T TG TATAATCTGGGAGCT T TACAGAT TTTTGGGATEET TACAACTCAAAGEGEOGTGE
CAATETAAATAAAATCTGTTCTGGTTATAATGTGTACATATTCTGTCTCAACTTICTAAGGUATATGTAT
Al TACATACATAATATATGTATATGTATATATGTACATACATATGTACATATGTAAATATTTAATTCAAT
GAATCTACGGCTATAAAAATAATAGGCTTGCCTCATTGACTGGAGCTATCOGCATAAGCAACATATGTA
CATACATACATACATATGTAAAAAALAGTAGCAACTAAATTCTAATACATTTTOCS

SEC ID N° 60: INTRON (LLAMADO INTRN EN MAPAS DE VECTOR) CON SITIOS DE DIGESTION CON SACI

Y ECORI (SUBRAYADOS) EN CUALQUIER EXTREMO:
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CAGCTCGTAAGTATCAAGGTTACAAGAC AGGTT TAAGGAGACCAATAGAAACTGGGCTTGTCGAGAC
AGAGAAGACTCTTGCGTTTCTGATAGGCACCTATTGGTCTTACTGACATCCACTTTGOCTTTCTCTOCA

CAGGAATTC

SEC ID N° 61: SECUENCIA DE HA (HSN1 MODIFICADA VIETNAM) EN VECTORES (INSERTADA ENTRE
SITIOS ECORIY NOTI SUBRAYADOS):

GAATTOG CCACCATEAA G TG TRCATCCTGCTGGECGETGETEGOCTTOGTEGEGLCTGAGCCTGGEIA
TeAAGCADCAACATCAGCACCAGCACCAACATCAACACCAGGGTCCAGG TGOCAAGTTOGTGGLCGC
TTGGACCCTGAAGGOOGCCGLCGATCAGATCTGLATTGGATACCACGUCAACAACAGTACCGAGCAG
GTGGACACCATCATGGAGAAGRACGTGACDGTGACCCACGUCCAGGACATTCTGGAGAAGAAGCACA
ACGGCAAGCTGTECGATCTGGATGGCGTGAAGLCCCTGATCCTGCGOGAT TGCAGCGTGGECOGECT
GGCTGCTGEGCAACCCCATGT GCGATGAGT TCATCAACGTGCOOGAGTEGAGCTACATOGTGGAGAR
GO COCETEAMACCATCTGTGCTACCCCGGrGATTTCAACGATTACGAGGAGCTGALAGCACCTG
CTGTOCCGCATCAACCACTTCGAGAAGATCCAGATCATCCCCAAGAGCAGCTGGTCCAGOCACGAGS
CTAGCCTGGLGOGTGAGCAGC GECTRCCOGTACCAGGHRCAAGTCCAGCTTCT TOOGCAADGTGLTGTG
GCTGATCAAGAAGAACAGCACCTACCCCACCATCAAGCGCAGCTACAACAACACCAACCAGGAGGAT
CTGCTGGTGCTETEGEECATCCACCAC CCCAACGATGCCGOOGAGCAGACCAAGC TG TACCAGAALC
CCACCACCTACATCAGCGTGOGCACCTOCACCCTGAMC CAGCGCCTGGTGOCCOGCATTGCCACDCG
CAGCAAGGTGAACGGOCAGTCGGGCCGCATGEAGTTCT T TTGGACCATOCTGAAGCCCAMCGACGDC
ATCAACTTOGAGAGCAADGGCAACT TCATCGOOODOCGAGTACGCCTACAAGATOGTGAAGAAGGGCS
ATAGCACCATCATGAAGAGCGAGCTGEAGTACGGLAACTOCAACACCAAGTGCCAGACCCOCATGGE
CoCCATCARCAGCAGCATGCCCTTCCACAACATOCACCCOCTGACCATCGGUGAGTG OCCCARAGTALE
TEAAGAGCAACCGLCTGGTGITGGCCACCGGOCTGLGCAACAGLCCACAGLGLGAGCGCCGOCGLA

AGAAGCEOGEOCTGTTOGGOGCCATCGCCGECTTCATCGAGG GCOGCETGELAGGECATGLGTHGATG
GETEETACGGCTACCACCACTOGAACGAGCAGGEGCAGCGGEITADGCOGCCGATAAGGAGTCGACCT
AGARGGLCATCGATGGOGTGACCAACAAGGTGAACAGCATCATCGACAAGATGAACACCCAGTTCGA
GGOCGTGEEOCGOGAGTTCAACAACTTGLAGDGOCGCATCGAGAACCTGAACAAGAAGATGGAGGA
CECTTOCTGGATGT G TG GACCTACARCGCCGAGCTGCTELTECTGATEGAGAACGAGCGCACCCTG
GATTTCCACGATAGCAACGTGAAGAACCTGTACGATAAGGTECECCTGCAGCTGOGCGATAMGCCA

AGGAGCTEEGCAAML GECTECTTOEAGTTCTACCACAAGTGOGACAACGAGTGCATGGAGAGOGTGE

GrAACGGCACCTACGAT TACCCCCAGTACAGCGAGGAGGCCCOICTGAAGCOGAGGAGATCAGCT

COGGOCGOCTGGT G CACGOGGCAGCCCAGGCTCCGGCTACATCCCCGAGGCCCCACGOGATGGOD
AGGCCTACGTEOGCAAGGAT GGLGAGTEGGETGCTGCTGTCCACCTTCCTGTAATAMGLGGCLGE

SEC ID N° 62: CASETE DE EXPRESION DE KANAMICINA/GENETICINA (G418) INSERTADO ENTRE SITIOS
XMM1Y SALI SUBRAYADOS:

GAATTAAT T GGATCTC TG ARG GATTT TG TCATGAACAATAARACTGTCTGCTTACATAAACAGTA
ATACAAGLGLGTGTTCATAGTATAATACGACTCACTATAGGAGGGCCACCATGAGCCACATCCAGLGOG
AAARCCAGCTGCAGCOGTCOGLGLCTGAACAGCAACATEGEATGUCGATC TG TACGGCTACAAATGEET
COGOGATARCGTGOGOCAGAGOGGOGCTACCATCTACCGCCTGTACGGCAAACCGGATELCCCGGA
ACTGTTOCTEAAACACGECAAAGGCAGOGTEROCAL CGATETEGADCGATEAMAATGETELGLCTGAAT
TEGOTEACCGAGTTCATG OGO TGOOGAC CATCAAACACTTCATCCGCADOCCGGATGATGOCTGGET
GLTGACCACCGECATTCOGE GEAAAA G CCTTCCAGG TECTGGAAGAATACCCGLATAGOGGOGAA
AACATCGTGGATGCCCTGG LG TGTTCCTGCGOCGLCTGCACAGCATCCCGL TG TGCAACTGCCCGT
TCAACAGCGATCGLG TG TTOCGLCTGGCTCAGGCCCAGAGLCGCATGAACAACGGLCTGGTGGATGT
CAGCGATTTCGATGATEAACGCAACGGCTGGOCGGTGGAACAGGTGTGGAMMGAGATGCACAANCTG
CTGOOGTTCAGC OO GEATTCOGTGETGAC O CACGGCGATT TCAGCCTGGATAARCCTGATCTTCGATGA
GEECAAACTEATOGGCTGCATCGATGTGGGLCGLGTGGLCATTGCCGATCGCTACCAGGATCTGGCC
AT TG TEGAAC TGO TG GG CRAGTTCAGCCCGAGCCTGLAGAAACGOCTGTTCCAGAAGTACGECA
T GATAACCOGGATAT GAACARACTGCAGTTCCACCTGATGCTGLATGAGTTCTTCTAATAAGTOGAC

SEC ID N° 63: secuencia pKanR usada de acuerdo con los presentes ejemplos:
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AR GGGATTTTGGTCAT GAACAATAAAACTGTCTGET TACATAAACAGTAATACAAGGGGTGTTCATAGT
ATAATACGACTCACTATAGGAGGGCC

cebadores de PCR para construcciones pHP34s:
GCGAACTTAAGAGCGCCGGAGTATAAATAG (SEC ID N° 64)
CCAAGCTTCTGCAGATTGTTTAGCTTG (SEC ID N° 65)

5 GGTTTGTCCAAACTCATCAATGTAT (SEC ID N° 66)
TATACTCCGGCGCTCTTAAGTTCGCTCGCGTTCAAAACTTTTACC (SEC ID N° 67)

SEC ID N° 68: Secuencia de promotor hibrido (con sitios de restriccion Spel (cadena arriba) y Hindlll
(cadena abajo), ambos subrayados)

ACTAGTGAATGCCCTACTAGAAGATGTGTGTTGCACAAAATGTCCCTGGAATAACCAATTTGAAGTGE
AGATAGCAGTAAACGTAAGCTAATATGAATATTATT TAACTGTAATGTTTTAATATCGCTGGACATTACT
AATAAAN AT ATAAA AT G TACATATGTATGTT T TGGCATACAATGAGTAGTTGEEEAAAALATG
TGTAAMAGCACCGTGACCATCACAGCATAAAGATAACCAGCTGAAGTATCGAATATGAGTAACCCCCA

AATTGAATCACATGCCGCAACTGATAGGACCCATGGAAGTACACTCTTCATGGCGATATACAAGACAL

ACACAAGCACGAACACCCAGTTGCGGAGGARATTCTCCGTAAATGAAAACCCAATCGGCGAACAATTC
ATACCCATATATGGTAAAAGTTT TGAACGLGAGCGAACTTAAGAGCGOOGGAG TATEMTAG aGE0GE
TTCGTCTACGGAGCGACAATTCAAT TCAAACAAGCAAAGTGAACACGTCGCTAAGC GAMAGCTAAGT A
AATAAMCAAGCGCAGCTGAACAAGCTAAACAATCTGCAGAAGCTT

10 SEC ID N° 69: Secuencia pLIC-Ex-His1 (pHP34s-Hibrido con LIC posibilitado para expresion extracelular
usando secuencia seinal de BIP)

CCTGTTCACTGACTCCCGCGEATCAAARATGAC GATTGACGGCATTACGTCTAACGATATTTACATGCT
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TOGTTATGTT ICTAATTCTT TAACTGGCCCATACAAGCCGCTGAACAAAACTGGCCT TG TGT TAAAAAT
GGATCTTGATCCTAAC GATGTAACCTTTACT TACTCACACT TCGLTETACCTOAMAGCGAAAGGAAAL AA
TETCGTGATTACAAGCTATATGACAAACAGAGGATTCTACGCAGACAAACAATCAACGTTTGCGCCTA
GOTTCCTGCTGAACATCAAAGGCAAGAAAACATCTGTTGTCAAAGACAGCATCCTTGAACAAGGACAR
TTAACAGTTAACAAAT AAAARCGCAAAAGAASAATGCCGATATCCTATTGGCATTGACGTCAGGTGGCA
CACCTGCAGAGARCCTCTACTTCCAATCGCACCATCATCACCACCATGATTACAAGGATOACGACGAT
AAGTGAGGATCOGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGOGGCCGCGGATCGATCGATATCTGACT AR
ATCTTAGT T T AT TG T AT T T T TAATACAATATGT TATGT T TAAATATGTTTT TAATAAATTTTATAAAR
TAATTTCAACTTT TATTGTAACAACATTGT CCATT TACACACTCCTTTCAAGOGCGTGELACTOGATGET
COGOECCACTCARAGGIGGTAATACGGT TATCCACAGAATCAGGOGATAACGCAGGAAAGAATATGT
GAGCAAAAGGOCAGCAAAACGCCACGAACCCTAAMAAGGCCGCETTECTGGRGT T TT TCCATAGGET
COGOCOCOCTGAC GAGCATCACAAARATC GACGCTCAAG TCAGAGG TGGECGAMAMCCCGACAGGACTA
TAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCOCTOGTEOGCTCTCCTGTTCCEACCITGCOGCTTAL
COGATACCTETCCGCCTTTCTCCCTTCGeGAAGCGTGLOGCTTTCTCAATGCTCACGITGTAGGTATC
TCAGTTOGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCT GO LT TG TGLACGAACCCOCCGTTCAGCCCGACCD
CTEOGCCTTATCCGGTAACTATOGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGOCACTGGCAG
CAGCCACTGETAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGOTOLTACAGAGT TCTTGAAGTESETG
GCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATT TGGTATCTGCOCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTES
GAAMAAGAGTTGETAGCTCTTGATCOGGLAAACARACCACCHCTGGTAGOGGTOGTTTTTITGT TTGE
AAGCAGCAGATTACGOGCAGAASAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTT T TETALGGGGTCTGA
CECTCAGTEEAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGCATGOGCTAAGCGEGIT T TATAMAACGGGCT
GGGGACCAGTTTTCATATCACTACCGTT TGAGTTCT TG TELTETOTEGATACTCCTCCOGACACCGA,
ATTAATTOGGATCTCTGLAAGGGATTTTGGTCATGAACAAT ARAACTGTCTGCT TACATAAACAGTAAT
A AAGGGETGTTCATAGTATAATACGACTCACTATAGGAGGGCCACCAT GG CCAMAGTTGACCAGTGCC
GTT GG TG T ACCGOG CGCGACGTC GGG AGCGGTOGAGTTCTGRACCGACCGELTCGEETTE
AGCCGGGACTTCGTGGAGGACGACTTOGCLGGTGTGLGTOCGGGADGACGTGACCCTGTTCATCAGT
GOGEGTOCAGGACCAGGTEETECOGGACAACACCCTOOOCTGOLTGTGOGTGLGLGGCCTGLACGA
GOTGTACGOCEAGTGGTCGEAGGTOGTG TCCACGAACTTCOGGGACGLCTCCOGLGCCGLICATGAC
CoAGATOGEOGAGCAGCOGTEGGEEOGEGEAGTTCGCCCTGCGOGACCCOLCCGLLAACTGCOTGE
ACTTOCGTEGOOGAGGEAGCAGGACTGACCEGACGOCEADCAACACCOCCGGTOOGACGRLGGLCCACE
GETCCCAGGEGGETCGACCTCGAAMMCTTGT ITATTGCAGCTTATAATGST TACAAATAAAGCAATAGC
ATCACAAATTTCACAAATARAGCATTTTTT TCACTGCATTCTAGTTGTGGT TTGTOCAAMCTCATCARTG
TATCTTATCATGTCTTCACGTAATAAGTGTGCGGCTAGCAGTCAACTACTAGCAG TCAACACTTGGTCT
GACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATT TCGT TCATCCATAGTT
GoCTGACTOCOCGTOGTGTAGATAACTACGATACGGEAGGGCTTACCATCTGGCOCCAGTGLTGLAAT
GATACCGOGAGAACCACGCTCACCGOCTCCAGATT TATCAGCAATAAADCAGCCAGCOEGAAGGECC
GAGCGCAGAAGT GG TCCTGCAACT T TATCC GO TCCATCCAGTCTATTAATTGT T GCOGEGAAGTTAL
AGTAAGTAGT TOGCCAGTTAATAGTTTGOGCAACGTTGT TGLCATTGCTACAGGLATCGTGETETOAL
GOTCGTCGTT TGGTATGGCT TCAT TCAGC TCCGGTTCCCAACGATCAAGGDGAGT TACATGATCCCOC
ATGTTETGCARRARAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATEGTTGTCAGAAGTAAGTTGGOCGCAGT
GTTATCACTCATGGETTATGECAGCACTECATAATTCT C'I'I'nl’l.l:.'T GTCATGCCATCCGTAAGATGITTTTC
TGETGACTGETGAGTACT CAAC CAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGLGGLGACCGAGTTGLTCTTGLC
CEGCGETCAAT A GEEATAATACCGOGOCACATAGCAGAACTTTAARAGTGCTCATCATTGGAARACGT
TCT T GGG EARAN T TCAAGGATC T TACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATE TAACCCACTOGTGC
ACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTT TCTGEETEASCAAAAACAGEAAGGCAAR
ATGOCGCAAALA A GG GAATAMNGGGCGACACGEARATGT TGAATACTCATACTCTTOCT T T TCAATATT
ATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATT TAGARAARAT ARAL
ARATAGGGGTTCCGCGCACAT T TOCOCGAAMAG TGOCACCTACTAGTGAATGCCCTACTAGAAGATLT
GG T TG A CARAATG T TG GAATAAC CAATT TEAAGTGLAGATAGCAGTARACGTAAGCTAATAT G
ARTATTATTTAACTGTAATGTT I TAATATCGCTGGACATTACTAATAAACCCACTATAAACACATGTALA
TATGTATGTT TTGGCATACAATGAGTAGTT GGGEAAAAMATE TGTARMAAGCACCOTGACCATCACAGC
ATAAAGATAACCAGC TGAMGTATCGAATATGAGTAACCCOCARATTGAATCACATGOOGCARCTGATA
GEACCCATEGAAGTACACTCT TCATGRCGATATACAAG ACACACACAAGCACGAACACCCAGTTGOG
GAGGAAATTCTOOG TAAATGAAAACCCAATCGGLGAM AATTCATACCCATATATGGTAAAAGTTTTGA
ACGCGAGCGAACTTAAGAGCGLCOGAGTATAAATAGAGGCGCTTCGTCTACGGAGCGACAATTCAAT,
TCAAACAAGCAAAGTGAACACGTCGCTAAGCGAAAGCTAAGCAMMTAAMOCAAGCGCAGCTGAACAAG
CTARACAATCTGCAGAAGCTTGGTACCCTCGAGCTCAGCTGAATTCTGGATCCTCTAGAAATAATTTTG
TTTAACCTTAAGAAGG AGATATACTCAAAATGAAGCTGTGCATACTGLTGGCOGTCETGGCCTTTGTT
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GGCCTCTOGCTCGGOGAAGAGAAAAAGCTAAGCAGGTCGTTCACTATTATTTAGTGAAATGAGATATT
ATGATATT T TCTGAATTGTGATTAAAAAGGCAAMCT TTATGCCCATGCAACAGASACTATAAALLATACA
GAGAATGAAAAGARACAGATAGATTTTITAGTTCTITAGGCCCGTAGTCTGCAAATCCTTTTATGATTTT
CTATCAAACAAAAGAGGAAAATAGACCAGTTGCAATCCAAACGAGAGTCTAATAGAATGAGGTCGAAA
AGTARATCGLGCGGOTTTOTTACTGATAAAGCAGGCAAGACCTAMATGTGTARAGGGCAAAGTGTAT
AT TG GG T AT TACATATT T TAGGTCT T T I T T TATTGTGLGTAACTAACT TGCCATCT TCAAAC
AGGAGGGCTGGAAGAAGCAGACCGCTAACACAGTACATAAAAAAGGAGACATGAACGATGAACATCA
AAMAGTTTGCAAAACARGCAACAGTATTAACCTTTACTACCOCACTOETOGEAGGAGGCGCAACTCAA
GLGTTTGOGARAGAAACGAACCAARAGCCATATAAGGAAACATACGGCATTTCCCATATTACACGCCA
TEATATGCTGCAAATCCCTGAACAGCAARAAAATCAAAAATATARAGTTCCTGAGTTCGATTOGTCCAC
AATTAAAAATATCTCTTCTGLALAMAG GCCTEGACGTTTGEGACAGCTGGUCATTACAAMACACTGACG
GOACTETOECAANCTATCACGECTACCACATCGTCTT AT TAGLCG GAGATOCTAAAAATGLGGAT
GACACATCGATTTACATGTTCTATCAAARAGTCGGLGAAACTTCTATT GACAGCTOGAARAACGCTGG
COGCGTCTTTAAAGACAGCGACARATTCGATGCAAATGATTCTATCCTAARAGACCAAACACAAGAAT
GOTCAGGTTCAGCCACATT TACATCTGACGGAAARATCCGTT TATTCTACACTGAT T TCTCCGGTAARC
ATTACGGCAAACARACACTGACAACTGCACAAGT TAACGTATCAGCATCAGACAGCTCTTTGAACATCA
ACGGTGTAGAGGATTATAAATCAATCTTTGACGGTGACGGAAMMACGTATCARAATGTACAGCAGTTC
ATCGATEAAGECAACTACAGCTCAGGLGACAACCATACGCTGAGAGATCCTCACTACGTAGAAGAT AR
AGGCCACAAATACTTAGTATTTGAACCAAACACTGGAACTGAAGATGLGCTACCAAGGCGAAGAATCTT
TATT TAACAALGCATACTATGGCAAAAGCACATCATTCTTCOG TCAAG AAAGTCAAAAACTTCTGCARS
GLGATARAAAACGCACGGCTGAGTTAGCARACGGOGCTCTCOGTATGATTGAGCTARACGATGATTAC
ACACTGAARAAAGTGATGAAACCGCTGATTGCATCTAACACAGTAACAGATGAAATTGAACGCGCGAA
COTCTTTAAAATGAACGLCARATGGTA

SEC ID N° 70: Secuencia pLIC-His-Int (pHP34s-Hibrido con LIC posibilitado para expresion intracelular):

CTAGCAGTCAACACT TGO TCTGACAGT TACCAATGC T TAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGT
CTAT T TG T T AT ATAGT T CTGACT O G TCG TG TACGATAACTACGATACGGEAGGGCTTACT
ATCT GG O CAGTECTECAATGATACCGOEAGAACCACGCTCACCGEITCCAGAT T TATCAGTAATAN
ACCAGCEAGCCEEAMEEECCGAGCECAGAACTEETOCTGCAACTTTATOLGCCTOCATCCAGTOTAT
TAATTGT TGO EEAAGCTAGAGTAAGTAGT TCGOCAGTTAATAGT T TGLGCAMCGTTGTTGLCATTG
CTACAGGCATCGTEETGTCACGCTCGTOGTT TEETATGECT TCATTCAGCTCCG G TTOCCAADGEATCA
AGGCGAGTTACATGATOOCCCATGTTGTGCAAAAAA GGG TTAGCTOCTTCGGTOCTOOGATOGTTGT
CAGAAGTAAGT TGO CAGTOGT TATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCAT
GCCATCCGTAAGATGCTTT T TG TGACTOGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGE
GOOGACCGAGTTGCTCTTOCCCGECGTCAATACG GEATAATACCGOGOCACATAGCAGAACT TTAAR
AGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCT TLEGGECGAAAACTCTCAAGGATCT TACCGCTGT TGAGATOCA
BT TCGATGTAACCCACT G TG CACCCAACTGATCTTCAGCATCT TTTACT T TCACCAGCGTTTCTGGGT
GAGCAAAAACAGGAAGSCAAAATGCCGCAAAAAAGG GAATAAGGGOGACACGGAMATGTTGAATACT
CATACTCTTCCT T I T TCAATAT TATTGAAGCATT TATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGLATACATATTT
GAATGTAT T TAGAALMAATAALCAANTAGEEETICCGCGCACATTTCCCOGAAAAG TGCCACCTACTAL
TEAATGCCCTACTAGAAGATGTG TG TTGCACAAAATGTOCCTGGAATAACCAATTTGAAGTGCAGATA
GrAGTARACGT AAGCTAATATGAATATTAT T TAACTGTAATGT T T TAATATCGOTGGACATTACTAATAA
A CACTATARACACATGTACATATGTATGTT TTGGCATACAATGAGTAGTTGEGGEAAARAATETGTAA
AAGCACCGTGACCATCACAGCATAAAGATAACCAGCTGAAGCTATCGAATATGAGTAACCCCCARATTG
AATCACATGCCGCAACTGATAGGACCCATGEAAGTACACTCT TCATGEOGATATACAAGACACACACA
AGCADGAACACCCAGT TGOGGAGEAAATTCTCOG TAAATGAAAAC CCAATOGGDGAACAATTCATALC
CATATATGETAAAMGTTT TGAACGLCEAGCEAACT TAAGAGCGCCGGAGTATAMATAGAGGLGLTTOGT
CTACGGAGOGACAATTCAATTCAAACAAGLAAAGTGAACACGTOGCTAAGCGAAAGTTAAGCARATAA
ACAAGCGCAGCTGAACAAGCTAAACAATCTGCAGAAGCTTGG TACCCTOGAGCTCAGCTGAATTCTGS
ATCCTCTAGARATAATT T TGTT TAACT T TAAGAAGGAGATATCAAMATGCACCATCATCATCATCATTCT
TETGGETETAGATCTEEG TACCGAGAACCT GTACT TCCAATCCATGGAGACCGACGTCCACATATACCT
GO GTTCACTAT TAT T TAG TGAAAT GAGATAT TATGATATT T TCTGAAT TG TGAT TAAAAAGGCAACTTT
ATGCCCATG CAACAGARACTATAAAAAATACAGAGAATGAAAAGARAC AGATAGATT T TTTAGTTCTIT
AGGCCOGTAGTCTGCAAATCCTTTTATGATT T TC TATCAAACAARAGAGGAMAATAGACCAGTTGCAAT
COAAACGAGAGTCTAATAGAATGAGGTCGAAMGTAAATCGCGCGGGTTTGTTACTGATAAAGCAGS
CARGACCTAARATGTGTARAG GG AAAGTGTATACT T TGGLETCACCOCTTACATATT T TAGGTCTTTT
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TITATTGTGOGTAACTAAC T TGCCATCT TCAAMCAGGAGGECTGGAAGAAGCAGRAOCGCTAACACAGT
ACATAAMAAAGGEAGACATGAMDGATEAACATCAMAAAGT T TGCAAAACAACCAACAGTATTAAMCCTTTA
CTACCGCACTECTGRCAGGAGGCGCAACTCAAGCGTTTGCGAAAGAAACGAAC CAAARGTCATATAR
GEAAACATAC GG CATT T CATATTACAC GCCATGATATGC TG CAAATCCCTGAACAGCAAAAARATG
AAARATATAAAGTTCCTGAGT TOGATTCSTOCACAATTAARAAATATCTCTTCTGCARAMAGGCCTGGACG
TTTGGGACAGCTGECCATTACAAAACACTGACGGCACTGTOGCAMACTATCACGGCTACCACATOGTE
TTTGCATTAGCCGGAGATCCTAAAAATGCGGATGACACATC GATTTACATGTTCTAT CAAAAAGTCGGT
GAAACTTCTATTGACAGCTGGAAAAACGCTGGCCGEGTCTT TAAAGACAGCGACAAATTCGATGLAAA,
TEATTC TATCCTAAAA GACCAAACACAAGAATGGTCAGG TTCAGCCACATTTACATCTGACGGASAAAAT
CCGTTTATTCTACACTGATT TCTCCGGTAAACATTACGECAAACAAACACTGACAACTGCACAMGTTAA
CGTATCAGCATCAGACAGCTCT T TGAACATCAAD GG TG TAGAGGATTATAAATCAATCT TTGADGG TG
ACGGAAAAACGTATCAAAATGTACAGCAGTTCATCGATGAAGGCAACTACAGTTCAGG T GACAATDCAT
ACGCTGAGAGATCCTCAC TACG TAGAAGATAAAGGCCACAAATACTTAGTATT TGAAGCARACACTGE
AT GAAGATGECTACCAA GG GAAGAATCT T TATT TAACAAAGCATACTATGGCAAAAGCACATCATT
CTTCOGTCAAGAMAG TCAAARACTTCTGLAAAGCGATAAAAAACGCACGGCTGAGTTAGCAAACGEEG
CTCTOGGETATGATTGAGC TAAACGATGATTACACACTGAAAAAAGTEATEAAACCGCTGATTGCATCTA
ACACAGTAACAGATGAAATTGAACGCGLGAACGTCT T TAAAATEAACG GLAMATEGETACCTGTTCACT
GACTOCCGUGGATCAAAMATGACGATTGACGGCATTACGTCTAACGATATITACATGCTTGGTTATGTT
TETAATTCTTTAACTGGCOCATACAAGC CGCTGAACAAAACTGGCCTTGTGTTAAMAATGGATCTTGAT
CCTAACGAT GTAACCTT TACT TACTCACACT TOGC TG TACCTC AAGCGARAGAAACAATGTCGTGATT
ACAAGCTATATGACAAACAGAGGATTCTACGCAGACAAACAATCARCGTTITGCGCCTAGCTTCCTGET
GAACATCAAAGGCAAGAAANCATCTGT TG TCAAAGACAGCATCCTTGAACAAGGACAATTAACAGTTA
ACABRATAAASACGCAAAAGAMMATGOOGATATCCTATTGGLATTGACGGTCTOCAG TAAAGSGTGGATA
CEGATCCGAATTCGAGC TG TOGACAAG T TG GG OGO G EGATOGATOGATATCTCACTAAATCTTA
GTITGTAT TG TCATGT T T TAATACAATATGTTATGT T TAAATATCTIT I TAATAAATT TTATAAAATAATTT
CAACTT T TATTGTAACAACATTGTCCATTTACACACTCCT TTCAAGCGCGTGEGACTCGATGCTCGGIG
CCACTCARAGHOGGTAATACGG T TATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAALAG AACATGTGAGLA
AAAGGECCAGCAAAAG GUCAGGAACCGTAAAAAGGCCGOGTTGCTGGOGTTTTTCCATAGGCTCOGCC
COCCTEACGAGCATCAC AAAAATCGADGCTCAACTCAGAGGTGGOGAAACCOGACAGGACTATARAG
ATACCAGECGETTTC O TEGAAG T TOG TGO G TCTCCTG T ICCGACCCTGCCGETTACCGGAT
ACCTGTOCGCCTTTCTC T TOGGGAAG G TGECGCT T TCTCAATGCTCACGCTE TAGG TATCTCAGT
TG TeTAGGTCGT TG TCCAAGETGGGCTG TG TGCACGAACCOCOCGTTCAGCCCGADCGCTECG
COTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCOGGTAAGACACGACT TATCGCCACTGGOAGCAGDC
ACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTA
ACTAC GG T A AT A GAA G GACAGTATT GG TATCT GG TC TR TGAAGCCAGT TACCTTOGG AR
AGAGTTGGTAGCTCT TGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTITGT T TGLAAGTA
GCAGATTACGCGCAGAAAAARAAGGATCTCAAGAAGATCCT TTGATCT T T TCTACGG GG TCTGACGLTC
AGTGGEAACGAAAACTCACGT TAAGGGAT T TTGCATGOGCTAMAGCGEGETT TATAAAACGGHCTGOGE
GACCAGTTTTCATATCACTACCGTTTGAGTTCT TG TG TG TGTEGATACTCCTOCCGACACCGAATTAA
TTOGGEATCTC TG CAAGGGATTTTGGTCATGAACAATAAAACTGTCTECT TACATAAACAGTAATACAAG
GEGTGTTCATAGTATAATACGACTCACTATAGSAGGGCCACCATGGOCAAGT TGACCAGTGCOCGTTEC
GETGCTCACCGCGCGCGACGTCGLCGGAGCGGTCGAGTTCTGGACCGACDGECTCGGGTTCAGLCCG
GGACTTCGTGGAGGACGACTTCGCCGG TG TG TOOGGGACGACGTGACCCTGTTCATCAGCEOGGETC
CAGGACCAGGTGG TGCCGGACAACACCCTGHCCTGGLTG TEGGETGCGLGGLCTEEACGAGLITGTAC
GCCGAGTGGTOGGAGGTOGTGTCCACGAACTTCOGGGACGCCTCCGGGLCGGUCATGACCGAGATC
GEOGAGCAGCCGTEGGEGCGGGAGTTCGCOCTGOGCGACCOGGLCGGCAACTGLGTGCACTTOGTG
GLOGAGGAGCAGGACTGACCCACGLCEADCAACAC GGG TCCGAC GO EUCCACGEGTOCCAG
GeGGGTGAC T GAAACTTGT T TAT T GCAGC T TATAATGG TTACAAAT AAAGCAATAGCATCACAAAT
T AT AAA G ATT T T T T TEACTGCAT T TAGTTG TGG TT TG TECAAAMCTCATCAATGTATCTTATC
ATGTCTTCACGTAATAAGTGTGLGGCTAGCAGTCAA

SEC ID N° 71: Secuencia pLIC-His-Ex (pHP34s-Hibrido con LIC posibilitado para expresion extracelular)

CTAGCAGTCAACACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCT TAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGT
CTATTTCGT TCATCCATAGT TGO TEACTCCCOGTCGTG TAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACT
ATCTGGOCCCAGTGCTGCAATGATAC OGO GAGAMCCACGCTCACCGGECTOCAGATTTATCAGCAATAR
ACCAGCCAGCCGLAAGGBLCGAGCGCAGRAGTGG TCCTGCAACTTTATOLGOCTCCATCCAGTCTAT
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TAATTGT TGCCGGEAMGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAKTAG TTTECGCAACGTTGTTGOCATTG
l:T.n.I:’_'..llu.GGC.ULTCGFGETEFCAﬁEETﬁETCﬁWEEI_’ATEECFTCAWﬂAGCTCEGGﬁCCﬂMCGﬂTCH
AGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTG T G AAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTOCTCCGATCGTTGT
CAGAAGTAAG T TG OGCAGTGTTATCACT CATGG T TATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCAT
GoCATCCGTAAGAT G T TTTCT G TEAC TG E TEAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGE
GOCGACCGAGT TG TCT TGO GRCGTCAATACGGGATAATACCGOCGCCACATAGCAGAMCTT TAAA
AGTECTC AT AT TG GAAAACGTTCT TOGGGGOGARAACTCTCAAGGATCTTALCGCTGTTGAGATCCA
GTTOGATGTAAC CCACTOGTGCACCCARC TGATC TTCAGCATCT T TTACT T TCACCAGOGTTTCTOGGT
GAGCAAAAACAGGAMAG GCAAAATECCGCAAAA AAGGGAATAAGGGOGACADGGAAATGT TGAATALCT
CATACTCT T T T T T T AR T AT TAT T GAAG AT T TATCAGGGTTAT TGTCTCATGAGDGGATACATATTT
GAATGTATT TAGAAAAATAAAC ARATAGGGGTTCCGCGCACATTTCOCCGAAAAGTGOCADCTACTAG
TGAAT GO TACTTAGAAGATG TG TG TTGCACAAAATGTCOCTGGAATAACCANTTTGAAGTGCAGATA,
GOAGTAAAC G TAAGCTAATATGAATAT TATT TAACTGTAATGTT T TAATATCOC TG GACATTACT AAT AR
A CCACT AT AL A AT G TACATATGTATGT T T TEGCATACAATGAGTAGTTGGEGAAAARAATGETG TAA
ARG CACCGTEACCATCACAGCATAAAGATAACCAGCTGAAGTATOCGAATATGAGTAACCOCCAAATTG
AATCACATGLCGCAACTGATAGGACCCATGGAAGTACACTCTTCATGLGOGATAT ACAMGATATACACH
AGCACGAACACCCAGTTGCGGAGGAAATTCTCOGTAAATGAAAAC CCAATCGECGAACAATTCATACT
CATATATGGTAAAAGT TTTGAALGCGAGOGAACTTAAGAGLGDCGGAGTATAAMATAGAGGCGCTTCGT
CTACGGAGCGACAATTCAATTCAAACAAGCAAAGTGAACACGTCGCTAAGCGAAAGCTAAGCAAATAS
ACAA GG CAG T GAACAAGCTAAACAATCTGCAGAAGCT TG TACCCTCGAGCTCAGCTGAATTCTGGE
ATCCTCTAGAAATAATT TTGT T TAACT TTAAGAAGGAGATATCAARATGAAGCTGTGCATACTGCTGGE
CaTOGT GG T TG T T e T TG T GGG CAC A TCATCATCATCATTCTTCTGG TG TAGATCTGS
GTACCGAGANCCTGTACT T CAATC CATGGAGACOGACGTCCACATATACCTGCOGTTCACTATTATTT
AT GAAATGAGATATTATGATATT T TCTGAATTGTGATTAAMAAGGCAACTT TATGOOCATGCAACAGA
AACTATAAAAAATACAGAGAATGAAAAGAASCAGATAGATTTTT TAGT TCTTTAGGLCOGTAGTCTGLA
AATCCTT T TATGATTTTCTATCAAACAAAAGAGGAAAATAGACCAGTTGCAATCCAAACGAGAGTCT AR
TAGAATGAGETOGAAAAGTAAATCGCGCGGGTTTGT TACTGATAAAGCAGHC AAGAC CTAMBATGTGT
ARAGE G ARAGTGTATACTI T GEOGTCAC CCCTTACATATT T TAGGTCTTTITTT TATTGTGOGTAACTAA
CTTGCCATCTTCAAMACAGEAGEECTGEAAGAASCAGACCGCTAACACAG TACATAAAAAAGGALGACS
TEAACGATEAMCATCAAMAAGTTTGCAAMAAC AAGCAMCAGTATTAACCTTTACTACCGCACTGCTGGEA
GEAGGOGCAMCTCAAGCGTT TGOGARAAGABAC GAACCAAAMSCCATATAAGGAAACATACGGCATTT
CCCATATTACA OGO CATGATATGOTGCAAATCCCTGAACAGUAAALAAATCGAAAAATATAAAGTTCCTG
AT T GAT TG T ACAAT TAAAAATATCTCT TE TG AAAAGGCCTGGACGTT TGGEACAGCTREOCA
TTACAAAACACTGAC GGCACTGTOGCARACTATCACGRCTACCACATCGTCTT IGCATTAGLC GEAGA
T CTAAAAAT G GGATGACACATCGATT TACATGTTCTATCAAAAAGTCGGOGARACTTCTATTGACAG
TG GAAAAA ST GGG OET T T TAAAGACAGCGACAAATTCGATGCAMATGATTCTATCCTAAAAG
ACCAAMCACAMGAATGETCAGETTCAGOCACATT TACATCTGACGGAAAMATCCGTTTATTCTACACTG
ATTTCTOOGGTAAACATTACGGCAALC AAACACTGACAACTGEACARGT TAACGTATCAGCATCAGACA
GCTCTTTGAACATCAACGGTGTAGAGGATTATAAATCAATCT T TGACGETGACGGAAARACGTATCAA
AATGTACAGSCAGTTCATCGATGAAGG AL CTACAGCTCAGGOGACAACCATACGCTGAGAGATCCTCA
CTACGTAGAAGATAAAGGCCACAAATACTTAGTATTTGAAGCAAACACTEAACTGAAGATEECTALT
AAGGCGAAGAATCTTTATT TAACAAAGCATACTATGGCAAAAGCACATCATTCTTCCGTCAAGAAAGTC
AAAAACTTCTGCAAAGCGATAARAAACGCACGGCTGAGTTAGCAAACGGOGCTCTCGGTATGATTGAG
CTAAACGATGATTACACACTGAAAMAAGTGATGAMMCCGCTGATTGCATCTAAC ACAGTAACAGATGA
AATTGAAC GG OGAACGTCT T TAAAA TGAAC G GCARATGGTACCTGTTCACTGACTCCCGOGGATC AR
ARAT A CATTGAC GG ATTAC T TAAC GATATTTACATGCTTGGT TATGTTTCTAATTCTTTAACTGG
CCCATACAAGCCGCTGAACAALAC TGO CTTG TG TTAAAMATSGATCT TGATCCTAACGATG TAACCTT
TACTTACTCACACTTCGCTGTACCTCAAGCGAAAGGARACAATGTOGTGATTACAAGCTATATGACAAR
CAGAGGATTCTACGCAGACAAAC AATCAACGTTTGCGCCTAGCTTCCTGCTGAACATCAARGGCAAGA
AAACATCTGT TG TCAAAGACAGCATCCTTGAACAAGGACAATTAACAGT TAACARAAT AAAANCGTAAAR
GAAAATGCCGATATCCTATTGGCATTGACGG TCTCCAGTAAAGG TOGATACGGATCCGAATTOLAGCT
CCGTCGACAAGC T TG GGG GATCGATCGATATCTGACTAAATCTTAGTTTGTATTGTCATGTTTT
AR T A A TAT T TATGT T TAAATATGT T T T TAATAAATT TTATAAAATAATTTCAACTTTTATTGTAACAAL
ATTGETCCAT T TACACACTCCTTTCAAGCGCGTGEGACTCGATGCTCEGOGCCACTCAAMGGOGGTAAT
ACGGETTATCCACAGAATCAGGEGATAAC GCAGGAAAGAACATETEGAGCAMANGECCAGCALAAMGGECT
AGGAACCGTAAMALGGCCGOGTTGCTGGOGTTTTTCCATAGGE TCOGOOOCCCTGADGAGCATCACA
AAAA T GAC G TCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGLCGTT TOOCCC
TEGAAGCT TG T G T T TG T TG A TG C G TTACCGGATACCTGTOOGCCTITCTEC
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CTTCGGGARAG G TGO G T T TCTCAATGCTCACGC TG TAGGTATCTCAGTTCGG TGTAGGTCGT TOGE
TCCAAGETGEECTE TG TECACGAACCCCOCGTTCAGCCCGACCGETGOGCCT TATOOEGTAAC TATC
GTCTTGEAGTOCAAC DG G TAAGACADGACTTATCGLCACT GG CAGCAGDCACTGETANCAGGATTAG
CAGAGCGAGGTATGTAGGOGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGOCTAACTACGECTACACTAGA
AGGACAGTATTTGETATCTGOGCTCTGETGAAGCCAGT TACCT TCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTG
ATCCGEGECAAACAAACCACCGCTEETAGCGGTGEETTTTTITGT ITGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAR
AR AR A TCTCAA GAAGATCCTTTGATCT T TTCTACG GGG TCTGACGCTCAGTEGAAL G ALAATTCA
COTTAAGGGATTTTGCATGLGCTAAGCOGGCTTTATAAAACGGLGCTGOGGGACCAGTT TTCATATCAC
TR GTTTGAGT TCT TOTECT G TGO TG GATACTOCTOCCGACACCGAAT TAATTOGGATCTCTGCAAGE
GATTTTGGETCATGAACAATAAAACTGTC TG T TACATAAACAGTAATACAAG GGG TGTTCATAGTATAR
TACGACTCACTATAGGAGHGCCACCATGGOCAAGTTGADCAGTGCOGTTICOGGTOCTCACCGOG DR
GACGTOGCCGGAGDGGTCGAGTTCTGGACCGACCGGLTCGGGTTCAGCCGGRACTTOETGGAGGAC
GACTTCRCCGETETOG TOCGHGACGACGTGACCCTGT TCATCAGCGCOOTCCAGGACCAGGTGETS
COGGEACAACACCCTGGLCTGGGTETEGETGOGOGGCCTEEACGAGCTETACGCCGAGTGETCGGAG
GTOGTGTCCACGAMCT TOCGGEAC GO CTOC GGG GG CCATGACCGAGATCGELGASCAGCCGTES
GEECEEEAGTTCGCCCTGOGCGACDCGECOGECAAC TG TECACTTOGTEGGUOGAGEAGLAG AT
TEACOGACGCCGACCAACACCGLCGGTCOGACGGLGGLCCADGGETCCCAGGGEGETCGACCTCRA
ARCTTGTTTATTGCAGCTTATAATGETTACAAATAAAGCAATAGCATCACARATT TCACAAATAAAGTAT
T TCACT GCATTCTAGTTGTGETT TG TCCAAACTCATCAATGTATCTTATCATGTCTTCACGTAATA
AGTOGTGCGECTAGCAGTCAR

SEC ID N° 72: Secuencia pLIC-Int-His1 (pHP34s-Hibrido con LIC posibilitado para expresion intracelular):

TG T AT AT OGO GGATCAA ARATGACGAT TGACGGCAT TACGTCTAACGATATTTACATGET
TEGTTATGT T TCTAATTCT T TAACTGGOCCATACAAGCCGLTG AACARARCTGGLCT TG TG TTAAAAAT
GGATCTTGATCCTAACGATGTAACCT TTACT TACTCACACTTOGCTGTACCTCAAGC GAAAGGAAACAA,
TETOETEATTACAAGCTATATGACAAACAGAGGATTCTACGCAGACAAACAATCAACGTTTGLGCCTA
GCTTCCTGCTGAACATC ARG GCAAGAAANCATCTGTTGTCAAAGACAGCATCCT TGAACAAGEACAA
TTAACAGTTAACAAATAAAAACGCAAAAGAAAATGCCGATATCCTATTRLCATTGACGTCAGLTGECA
CACCTGLAGAGAACCTCTACTTCCAATCGCACCATCATCACCACCATGATTACAAGGATGACGACGAT
ARGTGAGGATCCGAATTOGAGCTCCGTOGACAAGCTTGCGGCCGOGGATOGATCGATATCTGACT AR
ATCTTAGTT TG TAT TG TCATGTT T TAATACAATATGTTATGT T TAAATATGTTTTTAATAAATTT TATAAAS,
TAATTTCAACTTTTATTGTAACAACATTGTOCATTTACACACTCCT T TCAAGLGLGTGEGACTOGATGET
COGCGCCACTCAAMG GCGETAATADGGT TATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGT
GAGCAAANCGDCAGCAARAGGCCAGGAACCETAMMAMGGCCGCGTTGCTGEOETT T TCCATAGGET
CCGCCCOCCTGACGAGCATCACAAAAMATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAMCCOGACAGGACTA
TAAAGATACCAGGCGTTTCOCCCTGGAAGCTCCCTOGTGOGCTCTCCTGTTCOGACCCTGOOG CTTAC
CeGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGOGAAGCGTGGOGCTTTCTCAATGCTC ACGL TG TAGGTATC
TCAGTTOGGTGTAGGTCG TTCGCTCCAAGCTGGLCTG TG TGCACGAAC CCCCCGTTCAGDOCGACTG
CTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCT IGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATOGCCACTGGCAG
CAGCCACTGETAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCETACAGAGTTCTTGAAGTGGTG
GOCTAACTAC GGCTACAC TAGAAGGACAGTATT TG TATCTGOGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTOG
GAAAAAGAGTTGGTAGCTCT TGATCCGGCAAACAAACCACCGOTGGTAGCGGTGETTTTT T TGTT TG
AAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAARAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTICTACGGGGTCTGA
COCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGCATGCGCTAAGCGGGIT TTATAAMACGGGCT
GGG A CAGTT TTCATATCACTACCG T TTEAGTTCT TG TG TG TG TG GATACTOCTCOOGACACC A
ATTAAT T GGATCTC TG CAAGGGEAT TTTGG TCATGAACAATAAAACTGTCTGCTTACATAAACAGTAAT
ACAAG GGG TETTCATAGTATAATACGACTCACTATAGGAGEGECCACCATELROCAAGTTGADCAGTGOC
GTTCCGGTGCTCAC G CGCGCGACGTCGCCGGAGCGGTCGAGTTCTGGACCGACCEGCTCGGGTTC
AGCCGGGACTTOGTGGAGGACGACTTOGCCGGTETGGTCCGGGACGACGTGACCCTGTTCATCAGT
GOGGTOCAGGACCAGGTOOTGCCGGACAACACCCTOGCCTGGGTETGLGTGOGCGEOCTGHAT A
GCTGTACGCCGAGTGETOGEAGGTOGETETCCACGAACT TCCGGGACGCCTCCGGGLCGGLCATRAL
CGAGATOGGCGAGCAGIOETEEEGEOEEGAGTTCGCCCTGEOGCGACCOGGLOGGLAACTGLG TG
ACTTOGTGGCCGAGGAGCAGGACTGACCGACGOCGACCAACACCGCOGOTOCGACGGLGOOOCACG
GETOCCAGEEEEETCGACCTOGAAACT TET T TATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATARAGCAATAGT
ATCACAAATTTCACARATARAGCATTIT T T TCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCARACTCATCAATG
TATCTTATCATGTCT TCADGTAATAAG TG TGLGGCTAGCAGTCAACTACTAGCAGTCAACACTTGETCT
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GACAGTTACCAATGCT TAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGLGATCTGTCTATT TCGTTCATOCATAGTT
GCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAAT
GATACCGCGAGAACCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGLCGGAAGGGCC
GAGCOCAGAAGTGGTOCTGCAACTTTATCCG O T CATOCAGTCTATTAATTGTTGOOGEGAAGCTAG
AGTAAGTAGT TCGCCAGTTAATAGT TTGOGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATOGTGGTIGTCAL
GoTOETCGTT GG TATGECT TCATTCAGCTCCGGT TCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCC
ATGTTGTGLAARAARAGCGGT TAGCTCCTTOGETCCTCOGATCGT TG TCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGT
GTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATOCGTAAGATSCTTITCL
TETGACT GG TEAG TACTCAACCAACTCATTCT GAGAATAGTGTATGCGECGACCGAGTTGOTCTTGOC
CEEOGETCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTT TAAAAGTGCTCATCATTGGAARAACGT
TCTTC GGG G AT TCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATOCAGTTOGATGTAACCCACTOGTGE
ACCCAACTGATCTTCAGCATCTT T TACTTTCACCAGEGTTTCTGOGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAR
ATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACAC GEARATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTT T TCAATATT
ATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTIGTCTCATGAGCGGATACATATT TGAATGTATT TAG AABAATARNDT
SAATAGGEGTTCCGCGCACATT TOOCCGAAAA G TGO CADCTACTAGTGAATGCCCTACTAGAAGATET
GTGTTGCACAAMATGTOCCTGEAATAACCAATT TGAAGTGCAGATAGCAGTAAMCGTAAGCTAATATG
AATATTATTTAACT G TAATGT T T TAATATCGCTGGACATTACTAATAAACCCACTATARACACATGTACA
TATGTATGTTTTGGCATACAATGAGTAGTTGGLGAAAARATETOTAAAAGCACCGTEGACCATCACAGC
ATAAAGATAACCAGCTGAAGTATCOAATATGAGTAACCCOCAAATTGAATCACATGCCOCAACTGATA
GEACCCATGGAAGTACACTCTTCATEGCGATATACAAGACACACACAAGCACGAACACCCAGT TGS
GAGEAAATTCTCCGTAAATGAAAADCCAATCGECCAACAATTCATACCCATATATEGCTAMAACTTTTGA
ACGOGAGCEAACT TAAGAGC GO GAGTATAAATAGAGGCGCTTOGTCTACGEAGC GACAATTCAAT
TOAALCAAGCARAGTGAACACGETLGCTAAGCGAALGCTAMGT A8 AT AMACAMGDGCAGCTEAM AN
CTAARACAATCTGCAGAAGCTTGGTALCCTCGAGCTCAGCTGAATTCTGGATOCTC TAGAAATAATTITG
TTTAACCTTAAGAAGGAGATACAAAGT AGGTCGTTCACTATTATTTAGTGAAATGAGATATTATGATAT
TITCTGAATTGTGATTAAAAAGGCAACTTTATGCCCAT GUAACAGAAACTATAAAARATACAGAGAATG
ARARGAAACAGATAGATTTT T TAGTTCTT TAGGCCCGTAGTCTGCAAMATCCTTT TATGATTT TCTATCAA
ACARAAGAGGAARATACACCAGTTGCAATCCAAACGAGAGTCTAATAG AATCGAGGTCSAAAAGTAAAT
CEOECEEETTTGTTACTGAT AAAGCAGECAAGACCTAAAA TG TG TAAMGGECAAAGTGTATACTTTGE
CETCACCCCTTACATAT T T TAGGTCTTT T T T TATTGTGOGTAACTAACT TGCCATCT TCAAACAGGAGGEGE
CTGGAAGARGCAGACCOCTAACACAGTACATAAAAAAGGAGACATGAACGATGAACATCARAAAGTTT
GLAAAACAAGCAACAGTATTAACCTTTACTACCGCACTOCTEGCAGGAGGLGCAACTCAAGCGTTTGC
GAAAGAAACGAACCAAMAGECATATAAGGARACATACGGCATTTCCCATATTACACGCCATGATATGE
TGECARATOOCTGAACAGC AMAAARATGAAARATATAARAGT TCCTGAGTTCGAT TOGTOCACAAT TAARA
ATATCTCTTCTGCAAAAGGCCTGGACGT T TGE GACAGCTGECCATTACAAAACACTGACGGCACTGTC
GrAMCTATCACGGCTACCACATCGTCT TTGCAT TAGCOGEAGATOCTAAAAATGCGEATGACACATC
GATTTACATGTTCTATCAAAAAGTCGGCGAAACTTCTATTGACAGCTGGAAAAACGCTGGCCGCGTCT
TTAAAGACAGCGACAAATTCGATGCAAATGATTCTATCCTAAAAGACCARAACACAAGALTCGTCAGET
TCAGOCACATTTACATCTGAC GGAAMA A TCCGT TTATTCTACACTGATTTCTOCGGTAAACATTACGEE
ARACAAACACTGACAACTGCACAAGTTAACG TATCAGCATCAGACAGCTCTTTGAACATCAAMCGETGET
AGAGCGATTATARATCAATCTT TGACGOTGACG GAAARACGTATCAAAATGTACAGCAGTTCATCGATG
ARGECAACTACAGCTCAGGUGACAACCATACGCTGAGAGATCCTCACTACGTAGAAGATAAAGGOCA
CAAATACTTAGTATT IGAAGCARACACTGGAACTGAAGATGECTACCAACGCGAAGAATCTTTATTTAA
CARAAGCATACTATGGCAAAAGCACATCATTCT TCCGTCAAGAAAGTCAAAAACTTCTGLAARGLGATAA
AARACGCACGECTGAGTTAGCAAAC GGG CTCTOGG TATGAT TGAGC TAAACSATGAT TACAC ACTGA
ARAAAGTGATGAAACCGCTGAT TGCATCTAACACAGTAACAGATGAAATTGAACGCGOGAACGTCTTT
ARABTGAACGOCAAATGGTA

SEC ID N° 73: Secuencia pLIC-TEV-Ex-His1 (pHP34s-Hibrido con LIC posibilitado para expresion extracelular)

T T AATGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGG TG TAGGTCGTTCGCTCCAAGCTOGGITGTGTGE
ACGAACCCCCOGT TCAGOCCGACCGC TGO GO TTATCCGGTAACTATOGTCT TGAGTCCAACCOGGTA
AGACACGACT TATOGCCACTGGCAGCAGCCACTGETAACAGG ATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCG
GTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATT TGGTATCTGC
GCTCTGCTRAAGCCAGTTACCT TCGEAAMAAGAGT TGGTAGCTCTTGATOCGECAAACAARCCACCGT
TEETAGCGGTGGTITIT T TGT T TGLAAGCAGCAGATTACGCGLAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATC
CTTTGATCTT T TCTACGLGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGCATGCG
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CTAAGOGGGCTT TATAARACGEGCTGOGGGACCAGTT TTCATATCACTACCOTTTGAGTTCTTGTGCT
GTGTGGATACTCCTCCCGACACCGAAT TAATTCGGATCTCTGCAAGGGATTTTGGTCATGAACAATAA
AACTGTCTGCTTACATAAACAGTAATACAAGGGGTGTTCATAGTATAATACGACTCACTATAGGAGGE
COACCATOGCCAAGT TCACCAGTOOOGTTCCGETGCTCACCOCGOGOGACGTOGOCGLAGCGETCG
AGTTCTGGACCGACCGGCTOGGETTCAGCCGGGACTTCGTGGAGGACGACTTCGECGGTGTGGTCC
GGGACGACGTGACCCTETTCATCAGCGOGGTCCAGGACCAGGTGETECOGGACAACACCCTGECCT
GEOTGTGLLGTHCOCGGECTGGACGAGCTGTACGOCGAGTGG TOGGAGLGTCGTGTCCACGAACTTOC
GEGACGCCTOOGGGCOGGLCATGACCGAGATCGECGAGCAGCCGTGGGGEOGGGAGTTOGCCCTG
CGCEACCCEECOGEECAACTGOETECACTTCGTEECCGAGEAGCAGEACTGACCGACGCCGACCAMT
ACCGCCGGTCOGACGGLGGCCCACGGGTCCCAGGGGGGTCGACCTCGARACT TGTTTATTGCAGCTT
ATAATGOTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATT TCACARATARAGCATTTTTT TCACTGCATTCTAG
TIGTGETT G T AAA T CATCAATG TATCT TATCATG TCTTCACGTAATRAGTG TGLGLCTAGCAGTC
AACTAGCAGTCAACACTTGGTCTGACAGT TACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCT
GTCTATTTOGTTCATCCATAGT TGCCTGACTCCCCG T GTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTA
CCATCTGOCCCCAGTOCTGLAATGATACCGLGAGARCCACGCTCACDGGITOCAGATT TATCAGCAAT
AAACCAGLCAGOOGGAADRGGOOGAGCOCAGAAGTOLGTCCTGCAACTT TATCCGOCTOCATCCAGTET
ATTAATTGTIGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGLCAGTTAATAGTT TGOGCAACGTTGTTRLCATT
GCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTOGTT TG TATGGETTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATE
AAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTETGCAAMAMGCGGTTAGCTCCTTOGGTCCTCOGATOGTTG
TCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCA
T CATCCGTAAGATGCTT T TCTG TGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGC
GGCGACCGAGTTGCTCTTGOCOGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTARA
AGTGCTCATCATT GGARAACGTTCT TCGLGGEOGEAAMACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATOCA
GTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTT T TACTTTCACCAGDGTTITCTGGET
GAGCAAAMACAGGAAGGCAAMATGCOGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGARATGTTGAATACT
CATACTCTTCCT T T T TCAATAT TATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTT
GAATGTATTTAGAAAAATAAACARATAGGGGTTCCGLGCACATTTCCCCGAAAAGTGLCACCTACTAG
TEAATGCCCTACTAGARAGATG TG TGTTGCACAAAATGTCOCTOGAATAACCAAT T TGAAGTGLAGATA,
GrAGTAAALGTAAGCTAATATGAATATTATT TAACTCTAATGTT TTAATATCGC TG GACATTACTAATAR
ACCCACTATAAACACATGTACATATGTATGTT T TGGCATACAATGAGTAGTTGGGGAAMAAATGTGTAA
AAGCACCGTGACCATCACAGCATAAGATAACCAGCTGAAGTATCGAATATGAG TAACCCCCARATTG
AATCACATGCCGCAACTGATAGGACCCATGGAAGTACACTCTTCATGSCGATATACAAGACACACATA
AGCACGAACACCCAGTTGLGGAGGAAATTCTCCG TAAATGAAAACCCAATCGGUGAACAATTCATACT
CATATATGOTAAAAGTTTTGAACGLGAGCGAACT TAAGAGCGCCGGAGTATAAATAGAGGCGCTTCGT
CTACGGAGCGACAATTCAATTCAAACAAGCAAAG TGAACACGTCGCTAAGCGAAAGCTAAGCAANTAR
ACAAGCGCAGCTGAACAAGCTAMMCAATCTGCAGAAGCTTGE TACCCTOGAGCTCAGCTGAATTCTGS
ATCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACCTTAAGAAGGAGATATACTCAAAATGAAGCTGTGCATACTGET
GGRCCGTCGTGGECCTTTGTIGEOCTCTCGCTCGGGGAMAATTTGTATTTTCAATGCAGGTCGTTCACTA
TTATTTAGTGAAATGAGATATTATGATATTTTCTGAATTGTGATTAAAAAGGCAACTTTATGCCCATGTA
ACAGAAACTATAAAAAATACAGAGAATGAAAAGARACAGATAGATTTTTTAGTTCTTTAGGCCCGTAGT
CTGCAAATCCTTTTATGATTTTCTATCAAACAAAAGAGGAAAATAGACCAGTTGCAATCCAALCGAGAG
TCTAATAGAATGAGGTOGAAAAGTAAATCGCGOGEETT TG TTACTGATAAAGCAGGCAAGACTTAAMA
TETGTAAAGGGCAAMMGTGTATACTTTGGOGTCACCCCTTACATATT T TAGG TCTTTTTTTATTGTGCGTA
ACTAACTTGCCATCTTCAAMCAGGAGGCCTGGAAGAAGCAGACCGCTAACACAGTACATAAARAAGGA
GACATEAACGATGAACATCAAAAAGTT TG AAAATAAGC AR AGTATTAACCT T TACTACCGCACTGCT
GGCAGGAGGCGCAACTCAAGCGTTTGCGAAAGAAACGAACCAAAAGCCATATAAGGAAACATACGGE
ATTTOCCATATTACACGCCATGATATOCTGCAAATOCCTGAACAGCAAAAAAATGAMAAATATAMAGTT
CCTGAGTTOGATTCGTCCACAATTAAAAATATCTCT TETGCAAAAGGCCTGGACGTTTGGGACAGCTG
GOCATTACAAMACACTGACGGCACTG TOGCAAACTATCACGGCTACCACATCGTCTTTGCATTAGCCG
GAGATCCTAARAAT GO GGATGACACATCGATTTACATGTTCTATCAAAAAGTC GG CGAAACTTCTATTEG
ACAGCTGGAAAAACGCTGGCCGUGTCTTTAAAGACAGCGACAAATTCGATGCAAATGATTCTATCCTA
AAAGACCAAACACAAGAATOGTCAGGTTCAGCCACATT TACATCTGACGGAMAMATCCGTTTATTOTAL
ACTGATTTCTCOGGTAAACATTACG GCAAACAAACACTGACAACTGCACAAGTTAACGTATCAGCATCA,
GACAGCTCTT TGAACATCAACGGTETAGAGGATTATARAATCAATCTT MGACGGTGADGGAAARACGTA
TCAAAATGTACAGCAGTTCATCGATGAAGGCAACTACAGCTCAGGCGACAACCATACGCTGAGAGATC
CTCACTACGTAGAAGATAAAGGCCACAAATACTTAGTATTTGAAGCAAACACTGGAACTGAAGATGGE
TACCAAGGCGAAGAATCTTTATTTAACAAAGCATACTATGGCAAAAGCACATCATTCTTCCGTCAAGAR
AGTCAAAAACTTCTGCAAAGOGATARAAAACGCACGGCTGAGTTAGCAMMCGGCGCTCTOGGTATGAT
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TGAGCTAAACGATGATTACACACT GAAAAAAGTGATGAAACCGCTGATTGCATCTAACACAGTAACAG
ATGAAATTGAAC OGO GAACGTCT T TAAAATGAACGGCAAATGGTACCTGT TCACTGACTOOCGOGGA
TCAAAAATGACGATTGACGGCATTACGTCTAACGATATTTACATGCTTGGTTATGTTTCTAATTCTTTAA
CTGGCCCATACAA G CGCTGAACAAAACTGGCCT TG TG TTAAAAATGGATCTTGATCCTAACGATGTA
ACCTTTACT TACTCACACTTOCGC TG TACCTCAAGCGAAAGGARACAATGTCETGATTACAAGCTATATS
A AAAC A CAGGATTCTAC GCAGACAAAC AR TCAACGTTTGCGECTAGCTTOC TGO TGAACATC A8 AGS
CAAGAARACATCTGTTGTCAAAGACAGCATCCTTGAACAAGGACAATTAACAGT TAACAAATAAAAACG
CAAAAGAAAATGCCGATATCCTATTGGCATTGACGTCAGG TG GLACACCTGCAGAGAACCTCTACTTC
CAATOGCACCATCATCACCACCATGATTACAAGGATGACGACGATAAGTGAGGATCCGAATTCGAGCT
COGTOGACAAGCT TGO GGG G GATCGATCGATATCTGACTAAATCTTAGTT TG TATTGTCATGTTTT
ARTACAATATGTTATGT T TAAATATGT TTTTAATARATTTTATAAAATAATT TCAACTTTITATTGTAACAAC
ATTGTCCATTTACACACTCCTTTCAAGCGCGTGOGACTCGATGLTCGLGUGLCACTCAAAGGLOGTAAT
ACGGTTATOCACAGAATCAG GEGATAACGCAGEAAAGAACATETGAGCARAAGHCCAGCAAAAGECC
AGGAACCETAAAAAGGOCGOGTTGCTGGCGT T I T TCCATAGGCTCOGLCCCCCTEACGAGCATCATA
AALATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGOGAAMC CCGACAGGACTATAMAMGATACCAGGCGTTTCCCCOC
TGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTG T TOCGACCCTGOCGCTTACCGGATACCTGTCOGCCTTTCTCC
CTTCGGGAAGCGTGGOGET

48



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 543 730 T3

REIVINDICACIONES

Un polinucledtido de ADN aislado adecuado para la expresion heteréloga de un polipéptido de interés en una
célula de insecto, comprendiendo dicho polinucleétido de ADN un polinucleétido de ADN promotor que
comprende una secuencia funcional de nucleétidos con una identidad de secuencia de al menos el 80% con la
SEC ID N° 68, restos 7-586, teniendo dicha secuencia funcional de nucleétidos actividad promotora en una
célula S2 de Drosophila, en el que la secuencia comprende una secuencia con una identidad de secuencia de al
menos el 80% con la SEC ID N° 37 y con actividad promotora en una célula S2 de Drosophila.

El polinucleétido de ADN aislado de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicho polinucleétido de ADN
promotor comprende una secuencia seleccionada entre el grupo que consiste en una secuencia de nucleétidos
de la SEC ID N° 37 y la SEC ID N° 68 con o sin secuencias flanqueantes de sitio de restriccion en cualquiera de
los extremos.

El polinucleétido de ADN aislado de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicho polinucleétido de ADN
promotor comprende un nucleétido que es un fragmento funcional de al menos 80 nucledtidos contiguos de la
SEC ID N° 37 o la SEC ID N° 68, teniendo dicho fragmento funcional actividad promotora en una célula S2 de
Drosophila.

El polinucleétido de ADN aislado de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en el que la identidad de secuencia con la
SEC ID N° 37 o la SEC ID N° 68 es de al menos el 85%, tal como al menos el 90%, tal como al menos el 95%, y
tal como al menos el 98%.

El polinucleétido de ADN aislado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, que comprende la
SEC ID N° 68, restos 7-586.

El polinucledtido de ADN aislado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que dicho
polinuclesétido de ADN promotor muestra un nivel de expresion de proteinas aumentado en comparacion con el
nivel de expresion de proteinas de uno cualquiera de los polinucleétidos de ADN promotores que tienen la
secuencia de la SEC ID N° 1 ola SEC ID N° 4.

El polinucledtido de ADN aislado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, que comprende
adicionalmente

a) un marcador de seleccion, tal como un marcador de seleccion seleccionado entre el grupo que consiste en
un marcador de seleccién de Zeocina, un marcador de seleccion de Neomicina, un marcador de seleccién de
Higromicina, un marcador de seleccidon de Puromicina, y un marcador de seleccion de Blasticidina, y/o

b) un promotor bacteriano, tal como el promotor bacteriano pKANR, y/o

¢) un segundo polinucleétido de ADN promotor adecuado para dirigir la expresion del marcador de seleccion
en una célula de insecto, y/o

d) al menos un elemento ubicuo de abertura de la cromatina cadena arriba y/o cadena abajo respecto a un
sitio de clonacién multiple, y/o

e) al menos un elemento de aislamiento transcripcional, tal como la secuencia de aislamiento Gypsy
(gsu(Hw)), y/o

f) una secuencia codificante de dihidrofolato reductasa (dhfr) adecuada para la seleccidon en células de
insecto, y/o

g) al menos una secuencia sefial de poliadenilacién tal como la secuencia poliA de SV40 y/o una sefial poliA
de OPIE2, y/o

h) un origen de replicacion de E.coli, y/o

i) al menos una secuencia polinucleotidica sefial de exportacion de proteinas, tal como una seleccionada
entre la lista que consiste en BIP y CPY, y/o

j) al menos una secuencia de marca HIS, y/o

k) un sitio de clonacion multiple cadena abajo de dicho polinucleétido de ADN promotor para la insercion de
un gen que codifica un polipéptido de interés en dicho polinucleétido de ADN aislado, y/o

1) al menos un elemento de 72 pb de SV40, y/o
m) al menos un elemento de control de amplificacion, y/o

n) al menos un elemento Ori-beta, y/o
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0) al menos un elemento de regidon de unién a matriz (MAR), y/o

p) al menos un elemento PRE del virus de la Hepatitis B, tal como un elemento PRE del virus de la Hepatitis
B de acuerdo con la SEC ID N° 40, tal como los nucleétidos 10 a 574 de la SEC ID N° 40, y/o

q) al menos un intrén, tal como el intrén mostrado en la SEC ID N° 60 incluyendo o excluyendo los sitios de
restriccion flanqueantes, cadena abajo de la secuencia polinucleotidica de ADN promotor y cadena arriba de
un sitio de clonacién multiple, y/o

r) al menos una secuencia polinucleotidica que codifica un polipéptido heterélogo a dicha secuencia
polinucleotidica de ADN promotor.

El polinucleétido de ADN aislado de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que dicho segundo promotor definido
en la opcion c) es seleccionado entre el grupo que consiste en

(i) una secuencia de nucledtidos de la SEC ID N° 1, SEC ID N° 2, SEC ID N° 3, SEC ID N° 4, SEC ID N° 5,
SEC ID N° 6, SEC ID N° 33, SEC ID N° 36, SEC ID N° 37, o una secuencia de nucleétidos que comprende
los restos 7-586 de la SEC ID N° 68;

(ii) una secuencia funcional de nucledtidos con una identidad de secuencia de al menos el 80% con una
secuencia cualquiera de (i) y que tiene actividad promotora en una célula S2 de Drosophila;

(iii) un nucledtido que es un fragmento funcional de al menos 80 nucledtidos contiguos de una secuencia
cualquiera de (i) o (ii), teniendo dicho fragmento funcional actividad promotora en una célula S2 de
Drosophila;

(iv) una secuencia funcional de nucledtidos con una identidad de secuencia de al menos el 80% con dicho
fragmento funcional de (iii) y que tiene actividad promotora en una célula S2 de Drosophila;

(v) una primera secuencia quimérica de nucleétidos que comprende dos o mas secuencias de una secuencia
cualquiera de (i), (ii), (i) y (iv), y

(vi) una segunda secuencia quimérica de nucledtidos que tiene actividad promotora en una célula S2 de
Drosophila, que comprende al menos 80 nucledtidos y que incluye tramos de nucleétidos consecutivos de al
menos 2 secuencias de nucleotidos de (iii) y/o (iv), en el que cada uno de dichos tramos consecutivos en
solitario no tiene actividad promotora en una célula S2 de Drosophila.

El polinucledtido de ADN aislado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, que esta
esencialmente libre de ADN viral.

El polinucledtido de ADN aislado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en el que la
secuencia polinucleotidica de ADN promotor controla la expresion de un gen u otra secuencia de ADN a la cual
esta unida.

El polinucleétido de ADN aislado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que esta
adaptado para clonacién independiente de ligamiento (LIC).

El polinuclestido de ADN aislado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que
dicho polinucleétido de ADN promotor comprende una secuencia quimérica en la que la secuencia de
nucledtidos SEC ID N° 36, que esta contenida en una secuencia de nucleétidos que comprende la SEC ID N° 3,
SEC ID N°4, SECID N°5, SEC ID N° 6 o SEC ID N° 33, esta remplazada por la secuencia de nucleétidos SEC
ID N° 37

Una célula que comprende el polinucleétido de ADN aislado de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-12, tal como una célula que esta transfectada de forma estable con dicho polinucleétido de
ADN aislado.

La célula de acuerdo con la reivindicaciéon 13, que es una célula de insecto, tal como una célula de Drosophila
melanogaster.

Un procedimiento para la produccién de un polipéptido de interés codificado por un polinucleétido,
comprendiendo el procedimiento las etapas de

(a) obtener una secuencia polinucleotidica que codifica el polipéptido de interés;

(b) insertar dicha secuencia polinucleotidica que codifica el polipéptido de interés en el polinucledtido de ADN
aislado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-12;

(c) transformar una célula huésped con el polinucleétido obtenido en la etapa (b);
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(d) permitir la expresion de dicho polinucleétido obtenido en la etapa (b) para producir el polipéptido; y

(e) obtener el polipéptido a partir de la misma.
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