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DESCRIPCION
Elemento de ADN que tiene actividad de aumento de expresion de un gen exdégeno

Campo técnico

La presente invencion se refiere a una célula hospedadora de mamifero cuya capacidad para segregar una proteina
exogena se ha aumentado usando un vector de expresion de un gen exdgeno que tiene un elemento de ADN y a un
procedimiento para producir la proteina exégena usando la célula hospedadora.

Técnica antecedente

Debido al desarrollo de las técnicas de recombinacion genética, se ha expandido rapidamente el mercado de
productos farmacéuticos proteicos tales como proteinas terapéuticas y farmacos de anticuerpos. En particular, los
farmacos de anticuerpos tienen una alta especificidad y no producen una reacciéon inmunitaria adversa incluso
cuando se administran al cuerpo humano y por lo tanto, el desarrollo de los mismos se ha llevado a cabo
activamente.

Como célula hospedadora en la que se produce una proteina farmacéutica tipificada por un farmaco de anticuerpo
puede usarse un microorganismo, una célula de insecto, animal o vegetal, una célula de animal o vegetal
transgénica, o similares. Con el fin de que la proteina farmacéutica tenga actividad bioldgica o inmunogenicidad, es
esencial la modificacion post-traduccional tal como el plegado o la glucosilacién y por lo tanto no sera adecuado un
microorganismo en el que no se pueda llevar a cabo una complicada modificacién post-traduccional o una planta
que tenga una estructura de glucanos diferente como célula hospedadora que funcione como biorreactor. El uso de
una célula de mamifero cultivada, tal como una célula CHO, que sea de una especie estrechamente relacionada con
los seres humanos es convencional actualmente, considerando que dicha célula tenga una estructura de glucanos
similar a la de los seres humanos y que sea segura, y que pueda llevarse a cabo la modificacion post-traduccional
usando dicha célula.

En los casos en los que se usa una célula de mamifero cultivada como célula hospedadora, existe los problemas de
que la velocidad de crecimiento es baja, la productividad es baja, el coste es alto, etc., en comparaciéon con un
microorganismo o similar (véase el documento no de patente 1). Ademas, con el fin de usar un producto
farmacéutico proteico en un ensayo clinico, es necesario administrar una gran cantidad del producto. Por lo tanto, la
falta de capacidad de produccion del mismo también es un problema en todo el mundo. Por consiguiente, con el fin
de mejorar la productividad de un gen exdgeno en una célula de mamifero en cultivo, se han llevado a cabo hasta
ahora muchos estudios de promotores, amplificadores, marcadores de seleccién farmacoldgicos, técnicas de
amplificacion genética y de modificacion de cultivos, y similares. Sin embargo, la situacion actual es que no se ha
establecido aun un sistema capaz de aumentar la expresion génica uniformemente. Como una de las causas de la
baja productividad de una proteina exdgena, se considera un “efecto de posicion” (véase el documento no de
patente 2). Cuando un gen exogeno se introduce en una célula hospedadora, se integra aleatoriamente en el
genoma cromosomico del hospedador y la transcripcion del gen exégeno se ve afectada en gran medida por el ADN
que se encuentra alrededor de la regién donde se ha integrado el gen exdgeno. Un efecto de posicion se ve
afectado por factores tales como el sitio de insercion, el nimero de copias, la estructura, etc. del gen exdgeno, sin
embargo es muy dificil controlar el sitio de insercion en el cromosoma.

Con el fin de resolver el problema, se han identificado recientemente secuencias de polinucleétidos reguladoras
(también conocidas como elementos de ADN) tales como la region de control del locus (LCR), la regidon de anclaje
del armazon/matriz (S/MAR), un aislante, el elemento ubicuo de apertura de cromatina (UCOE), y un anti-represor
(elemento STAR) (véanse los documentos no de patente 3 a 6). La LCR no es necesaria para abrir la estructura de
cromatina en un locus génico endogeno. Sin embargo, la LCR es un elemento regulador de la transcripcion que
tiene la capacidad de abrir la estructura de cromatina alrededor del ADN donde se ha integrado el gen exégeno y de
remodelar un amplio tramo de cromatina cuando se usa junto con la unidad de expresioén de un gen exdgeno y se
dice que necesita una region rica en AT (véase el documento no de patente 7).

El elemento de ADN mencionado anteriormente tipificado por la LCR se usa a menudo en combinaciéon con un
promotor, se sabe que en los caos en los que se usa el elemento de ADN en combinacién con un promotor, el nivel
de expresion de un gen exdgeno aumenta en comparacion con los casos en los que solamente se usa el promotor.
Sin embargo, hasta ahora se han comunicado muy pocos tipos de elementos de ADN, y los distintos mecanismos
que contribuyen al aumento de la expresion de un gen exdgeno son diferentes entre si. Ademas, incluso si se usan
en combinacién un elemento de ADN y un promotor, no se producen cantidades suficientes de una proteina
terapéutica bajo el control del elemento de ADN y el promotor. Por lo tanto, no se puede decir que se haya adquirido
un conocimiento suficiente de un elemento de ADN que sea capaz de aumentar la productividad de una proteina
exogena.

El documento no de patente 8 desvela ADN gendémico de Homo sapiens de 135.637 nucledtidos de longitud.

Por consiguiente, un objetivo de la invencion es proporcionar un procedimiento para aumentar la produccion de una
proteina exdgena para su uso en un producto farmacéutico proteico usando un elemento de ADN que tenga una alta
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actividad de aumento de la expresion de un gen exdgeno en una célula hospedadora tal como una célula de
mamifero en cultivo.
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Sumario de la invencién

Problemas técnicos

Como se ha descrito anteriormente, ain no hay muchos tipos de elementos ADN que sean secuencias de
polinucleétidos reguladoras y ademas, hay pocos elementos de ADN entre ellos que sean altamente eficaces en
potenciar la expresion de un gen exdgeno. Un objeto de la invencion es proporcionar un procedimiento para
conseguir una alta expresion de manera estable en una célula de mamifero usando un elemento de ADN que
aumenta la activacién de la trascripcion estando acompanado por un cambio en la estructura de cromatina alrededor
de un locus génico en el que se ha introducido una unidad de expresion de un gen exdgeno, etc.

Solucién al problema

Los presentes inventores han hecho estudios exhaustivos con el fin de resolver los problemas anteriores y como
resultado, descubrieron que la productividad y secrecion de una proteina exégena que se va a expresar puede
mejorarse usando uno o mas de los tipos especificos de elementos de ADN en una célula de mamifero en cultivo, y
de esta manera, completaron la invencion.

Es decir, la invencion incluye las siguientes invenciones.

(1) Un polinucledtido que consiste en una secuencia de polinucleétido representada por la SEC ID N°: 1 en el
listado de secuencias.

(2) Un polinucledtido que comprende al menos 3000 nucledtidos consecutivos de una secuencia de
polinucleédtido representada por la SEC ID N°: 2 en el listado de secuencias en el que el polinucleétido es un
fragmento parcial de la SEC ID N°: 2 y tiene una actividad de potenciar la expresion de un gen exdgeno.

(3) Un polinucledtido que comprende al menos 2000 nucledtidos consecutivos de una secuencia de
polinucleédtido representada por la SEC ID N°: 2 en el listado de secuencias en el que el polinucleétido es un
fragmento parcial de la SEC ID N°: 2 y tiene una actividad de potenciar la expresion de un gen exogeno.

(4) Un polinucledtido que comprende al menos 1500 nucledtidos consecutivos de una secuencia de
polinucleétido representada por la SEC ID N° 2 en el listado de secuencias en que el polinucleétido es un
fragmento parcial de la SEC ID N°: 2 y tiene una actividad de potenciar la expresion de un gen exdgeno.

(5) Un polinucledtido que consiste en una secuencia de polinucledtido que tiene una homologia del 95 % o mas
respecto de la secuencia de polinucleétido de acuerdo con uno cualquiera de los puntos (1) a (4) y que tiene una
actividad de potenciar la expresion de un gen exdgeno.

(6) Un polinucledtido que consiste en una secuencia de polinucledtido que tiene una homologia del 99 % o mas
respecto de la secuencia de polinucledtido de acuerdo con uno cualquiera de los puntos (1) a (4) y tiene una
actividad de potenciar la expresion de un gen exdgeno.

(7) Un polinucledtido que consiste en una secuencia de polinucledtido que contiene dos o mas de las secuencias
de polinucleodtidos de acuerdo con uno cualquiera de los puntos (1) a (6) y que tiene una actividad de potenciar la
expresion de un gen exdgeno.

(8) Un polinucledtido que consiste en una secuencia de polinucleétido que contiene:
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- al menos una de las secuencias de polinucleétidos de acuerdo con uno cualquiera de los puntos (1) a (6); y
- al menos uno de

(a) una secuencia de polinucleétido representada por la SEC ID N° 2 en el listado de secuencias,
secuencia que tiene una homologia del 95 % o mas respecto de la misma o un fragmento parcial de
cualquiera de las dos;

(b) una secuencia de polinucleétido representada por la SEC ID N° 3 en el listado de secuencias,
secuencia que tiene una homologia del 95 % o mas respecto de la misma o un fragmento parcial de
cualquiera de las dos;

(c) una secuencia de polinucleotido representada por la SEC ID N° 4 en el listado de secuencias,
secuencia que tiene una homologia del 95 % o mas respecto de la misma o un fragmento parcial de
cualquiera de las dos;

(d) una secuencia de polinucleétido representada por la SEC ID N°: 5 en el listado de secuencias,
secuencia que tiene una homologia del 95 % o mas respecto de la misma o un fragmento parcial;

o bien;
y que tiene una actividad de potenciar la expresion de un gen exdgeno.

(9) Un vector que comprende un elemento de ADN que tiene la secuencia de polinucledtido de:

(i) el polinucleotido de acuerdo con uno cualquiera de los puntos (1) a (8);

(i) un polinucledtido que comprende al menos 3000, 2000, o 1500 nucledtidos consecutivos de una
secuencia de polinucleétido representada por la SEC ID N° 2 en el listado de secuencias y que tiene una
actividad de potenciar la expresion de un gen exdgeno;

(iii) un polinucledtido que comprende una secuencia de polinucleétido que tiene una homologia del 95 % o
mas o del 99 % o mas respecto de la secuencia de polinucledtido del polinucleétido que consiste en al menos
3000, 2000 o 1500 nucledtidos consecutivos de una secuencia de polinucleétido representada por la SEC ID
N°: 2 en el listado de secuencias y que tiene una actividad de potenciar la expresion de un gen exdgeno; o
(iv) un polinucledtido que consiste en una secuencia de polinucleétido que contiene dos o mas de las
secuencias de polinucledtidos del polinucledtido que comprende al menos 3000, 2000 o 1500 nucleétidos
consecutivos de una secuencia de polinucleétido representada por la SEC ID N° 2 en el listado de
secuencias y que tiene una actividad de potenciar la expresion de un gen exdgeno.

(10) Un vector de acuerdo con el punto (9), en que el vector es un vector de expresion de un gen exdgeno que
comprende ademas un gen exogeno, y en el que el elemento de ADN esta posicionado con respecto al gen
exogeno de una manera funcionalmente eficaz.

(11) El vector de expresion de un gen exégeno de acuerdo con el punto (10), en el que la proteina codificada por
el gen exdgeno es una proteina multimérica, o una proteina hetero-multimérica.

(12) El vector de expresion de un gen exégeno de acuerdo con el punto (11), en el que la proteina codificada por
el gen exdgeno es una proteina hetero-multimérica y es un anticuerpo o un fragmento funcional del mismo.

(13) Una célula transformada dentro de la que:

a) se han introducido el vector de acuerdo con el punto (9) y un gen exégeno, o
b) se ha introducido el vector de expresion de un gen exdégeno de acuerdo con uno cualquiera de los puntos
(10) a (12).

(14) La célula transformada de acuerdo con el punto (13), en la que la célula es una célula en cultivo procedente
de un mamifero.

(15) La célula transformada de acuerdo con el punto (14), en la que la célula cultivada procedente de un
mamifero es una célula que se selecciona entre el grupo que consiste en células COS-1, células 293, y células
CHO.

(16) La célula transformada de acuerdo con uno cualquiera de los puntos (13) a (15), en la que la proteina
codificada por el gen exégeno es una proteina multimérica o una proteina hetero-multimérica.

(17) La célula transformada de acuerdo con el punto (16), en la que la proteina codificada por el gen exdgeno es
una proteina hetero-multimérica y es un anticuerpo o un fragmento funcional del mismo.

(18) Un procedimiento para producir una proteina caracterizado porque comprende cultivar la célula
transformada de acuerdo con uno cualquiera de los puntos (13) a (17) y obtener la proteina codificada por el gen
exogeno a partir del producto del cultivo resultante.

(19) Un procedimiento para potenciar la expresion de un gen exdgeno en una célula transformada dentro de la
que se ha introducido un gen exégeno o un vector de expresion de un gen exdgeno, caracterizado porque usa:

(i) un polinucleétido de acuerdo con uno cualquiera de los puntos (1) a (8);

(i) un polinuclestido que comprende al menos 3000, 2000 o 1500 nucledtidos consecutivos de una secuencia
de polinucledtido representada por la SEC ID N°: 2 en el listado de secuencias y que tiene una actividad de
potenciar la expresion de un gen exégeno;

(iii) un polinucleétido que comprende una secuencia de polinucleétido que tiene una homologia del 95 % o
mas o del 99 % o mas respecto de la secuencia de polinucledtido del polinucleétido que consiste en al menos
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3000, 2000 o 1500 nucleodtidos consecutivos de una secuencia de polinucleétido representada por la SEC ID
N°: 2 en el listado de secuencias y que tiene una actividad de potenciar la expresion de un gen exdgeno;

(iv) un polinucledtido que consiste en una secuencia de polinucleétido que contiene dos o mas de las
secuencias de polinucleétidos del polinucleétido que comprende al menos 3000, 2000 o 1500 nucleétidos
consecutivos de una secuencia de polinucleétido representada por la SEC ID N° 2 en el listado de
secuencias y que tiene una actividad de potenciar la expresion de un gen exégeno; o

(v) un vector de acuerdo con el punto (9) o un vector de expresién de un gen exdgeno de acuerdo con uno
cualquiera de los puntos (10) a (12).

(20) El uso de:

(i) el polinucledtido de acuerdo con uno cualquiera de los puntos (1) a (8);

(i) un polinuclestido que comprende al menos 3000, 2000 o 1500 nucledtidos consecutivos de una secuencia
de polinucledtido representada por la SEC ID N°: 2 en el listado de secuencias y que tiene una actividad de
potenciar la expresion de un gen exégeno;

(iii) un polinucledtido que consiste en una secuencia de polinucleétido que tiene una homologia del 95 % o
mas o del 99 % o mas respecto de la secuencia de polinucleétido del polinucleétido que comprende al menos
3000, 2000 o 1500 nucleodtidos consecutivos de una secuencia de polinucleétido representada por la SEC ID
N°: 2 en el listado de secuencias y que tiene una actividad de aumento de la expresion de un gen exégeno;
(iv) un polinucledtido que consiste en una secuencia de polinucleétido que contiene dos o mas de las
secuencias de polinucledtidos del polinucleétido que comprende al menos 3000, 2000 o 1500 nucleétidos
consecutivos de una secuencia de polinucleétido representada por la SEC ID N° 2 en el listado de
secuencias y que tiene una actividad de potenciar la expresion de un gen exégeno; o

(v) un vector de acuerdo con el punto (9),

para potenciar la expresion de un gen exégeno en una célula transformada.

Efectos ventajosos de la invenciéon

De acuerdo con la invencion, al introducir un vector de expresion de un gen exoégeno usando un elemento de ADN
en una célula hospedadora de mamifero, se puede potenciar significativamente la expresion de un gen exdégeno
para una proteina terapéutica, un anticuerpo o similar.

Breve descripcion de los dibujos

[Fig. 1] La Fig. 1 muestra un grafico en el que se confirma por amplificacion de una regién de GAPDH que en una
muestra sometida a ChlP-on-chip se inmunoprecipité la cromatina especificamente con un anticuerpo
anti-histona H3 acetilada.

[Fig. 2] La Fig. 2 es una vista esquematica de un vector de expresion SEAP en el que se ha insertado un
elemento de ADN.

[Fig. 3] La Fig. 3 es un grafico que muestra la expresion de SEAP bajo el control de un promotor de CMV en una
linea celular CHO que expresa establemente sin un elemento de ADN o con un elemento de ADN A2, A7, A18,
B5 o C14. Se confirmaron los efectos de los elementos A2, A7, A18, B5 y C14 sobre el potenciamiento de la
expresion.

[Fig. 4] La Fig. 4 comprende dos graficos que muestran la expresion de SEAP bajo el control de un promotor EF-
1a 0 SV40 en una linea celular CHO que expresa establemente sin un elemento de ADN o con un elemento de
ADN A2 o A7. Se confirmaron los efectos de los elementos A2 y A7 sobre la potenciacion de la expresion.

[Fig. 5] La Fig. 5 es una vista esquematica de un vector de expresion de anticuerpo (co-expresion del gen X de
cadena pesada y cadena ligera de anticuerpo) en el que se ha insertado un elemento de ADN.

[Fig.6] La Fig. 6 comprende dos graficos que muestran los niveles de secrecion (medidos mediante un
procedimiento ELISA) de un anticuerpo bajo el control de un promotor CMV o EF-1a en una linea celular CHO
que expresaba establemente sin un elemento de ADN o con un elemento de ADN A7. Se confirmo el efecto del
elemento de ADN A7 sobre la potenciacion de la expresion.

[Fig. 7] La Fig. 7 es una tabla que muestra las longitudes de secuencia del elemento de ADN A2 y de secuencias
relacionadas.

[Fig.8] La Fig. 8 comprende tres graficos que muestran la expresion de SEAP en una linea celular CHO que
expresaba establemente sin un elemento de ADN o con un elemento de ADN A2 o una secuencia relacionada.
Se confirmaron los efectos del elemento de ADN A2 y de las secuencias relacionadas sobre la potenciacion de la
expresion.

[Fig. 9] La Fig. 9 es una tabla que muestra las longitudes de secuencia del elemento de ADN A7 y de secuencias
relacionadas.

[Fig. 10] La Fig. 10 comprende tres graficos que muestran la expresion de SEAP en una linea celular CHO que
expresaba establemente sin un elemento de ADN o con un elemento de ADN A7 o una secuencia relacionada.
Se confirmaron los efectos del elemento de ADN A7 y secuencias relacionadas sobre la potenciacion de la
expresion.

[Fig. 11] La Fig. 11 es una tabla que muestra las longitudes de secuencia de un elemento de ADN A18 y de
secuencias relacionadas.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 565428 T3

[Fig. 12] La Fig. 12 es un grafico que muestra la expresion de SEAP en una linea celular CHO que expresaba
establemente sin un elemento de ADN o con un elemento de ADN A18 o una secuencia relacionada. Se
confirmaron los efectos del elemento de ADN A18 y secuencias relacionadas sobre la potenciacion de la
expresion.

[Fig. 13] La Fig. 13 es una tabla que muestra las longitudes de secuencia de un elemento de ADN B5 y de
secuencias relacionadas.

[Fig. 14] La Fig. 14 es un grafico que muestra la expresion de SEAP en una linea celular CHO que expresaba
establemente sin un elemento de ADN o con un elemento de ADN B5 o una secuencia relacionada. Se
confirmaron los efectos del elemento de ADN B5 y secuencias relacionadas sobre el aumento de la expresion.
[Fig. 15] La Fig. 15 es una tabla que muestra las longitudes de secuencia de un elemento de ADN C14 y de
secuencias relacionadas.

[Fig. 16] La Fig. 16 es un grafico que muestra la expresion de SEAP en una linea celular CHO que expresaba
establemente sin un elemento de ADN o con un elemento de ADN C14 o una secuencia relacionada. Se
confirmaron los efectos del elemento de ADN C14 y secuencias relacionadas sobre el aumento de la expresion.
[Fig. 17] La Fig. 17 es un grafico que muestra la expresion de SEAP en una linea celular HEK293 que expresaba
establemente sin un elemento de ADN o con un elemento de ADN A2, A7, A18, B5, o C14. Se confirmaron los
efectos de los elementos de ADN A2, A7, A18, B5, y C14 sobre el aumento de la expresion en células HEK293.
[Fig. 18] La Fig. 18 es una vista que muestra los nucleétidos del punto de partida y final basandose en la
secuencia de longitud completa de un elemento de ADN A2, A7, o A18.

[Fig. 19] La Fig. 19 es una vista que muestra los nucleétidos del punto de partida y final basandose en la
secuencia de longitud completa de un elemento de ADN B5 o C14.

Descripcioén de las realizaciones

En lo sucesivo, la invencion se describira especificamente en referencia a los ejemplos. Sin embargo, estos
ejemplos no limitan el ambito técnico de la invencion. Los plasmidos, enzimas de restriccion, enzimas de
modificacion de ADN y similares que se van a usar en los ejemplos de la invencion son productos disponibles en el
comercio y pueden usarse de acuerdo con procedimientos comunes. Ademas, los procedimientos que se usan para
la clonacion de ADN, determinacion de secuencias de polinucleétidos, transformacién de una células hospedadoras,
cultivo de una célula hospedadora transformada, aislamiento de un anticuerpo a partir de una solucién de cultivo
obtenida, purificacion de un anticuerpo y similares también son bien conocidos por los expertos en la técnica o estan
disponibles en la bibliografia.

El término “gen” tal como se usa en el presente documento incluye no solo el ADN, sino también el ARNm del
mismo, el ADNc y el ARN del mismo.

El término “polinucledtido” tal como se usa en el presente documento se usa con el mismo significado que acido
nucleico y también incluye ADN, ARN, sondas, oligonucleétidos y cebadores.

Los términos “polipéptido” y “proteina” tal como se usan en el presente documento se usan sin distincion.

La expresion “expresion génica” tal como se usa en el presente documento se refiere a un fenémeno en el que se
transcribe un ARNm a partir de un gen y/o a un fenémeno en el cual se traduce una proteina a partir del ARNm.

La expresidon “gen exdgeno” tal como se usa en el presente documento se refiere a un gen que se introduce
artificialmente en una célula hospedadora.

La expresion “proteina exdgena” tal como se usa en el presente documento se refiere a una proteina codificada por
el gen exdgeno.

La expresion “unidad de expresion génica” tal como se usa en el presente documento se refiere a un polinucleétido
que tiene, en la direccion de la fase de lectura de la transcripcion, al menos una regién promotora, un gen exégeno y
una region de terminacion de la transcripcion (sefial de adicion de poli(A)).

La expresion “actividad de potenciar la expresion de un gen exdgeno” tal como se usa en el presente documento se
refiere a la actividad de potenciar la produccién de una proteina exdgena en una célula hospedadora creando un
ambiente ventajoso para la transcripcion y traduccion del ADN alrededor de la unidad de expresion génica que
contiene un gen exdgeno y que mejora significativamente la eficacia de la transcripcion y traduccion.

La expresion “elemento de ADN” tal como se usa en el presente documento se refiere a un polinucleétido que tiene
una actividad de potenciar la expresion de un gen exdgeno en los casos en los que el polinucleétido se localiza en la
vecindad de una unidad de expresidon génica o en un vector de expresion de un gen exdgeno que contiene una
unidad de expresion génica.

La expresion “fragmento funcional de un anticuerpo” tal como se usa en el presente documento se refiere a un
fragmento parcial de un anticuerpo que tiene una actividad de unién a antigeno y que incluye Fab, F(ab’)z, y
similares. Sin embargo, la expresion no se limita a estas moléculas siempre que el fragmento tenga una afinidad de
unién por un antigeno.
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1. Elemento de ADN que se usa para potenciar la expresion de un gen exégeno

Tal como se muestra en el ejemplo 1, se puede obtener un elemento de ADN de acuerdo con la invencién usando la
interaccion entre la histona H3 acetilada y el ADN gendmico. En general, se dice que la acetilacion de histonas (H3 y
H4) se asocia con la activacién de la transcripcion, y se han defendido dos teorias principales. Una teoria es que la
acetilacion de histonas se asocia con un cambio en la conformacién del nucleosoma de tal modo que las colas de
histonas se acetilan, neutralizandose eléctricamente de esta manera, lo que da como resultado un debilitamiento de
las interacciones ADN-histona (Mellor J. (2006) Dynamic nucleosomes and gene transcription. Trends Genet. 22(6):
320-329). La otra teoria es que la acetilacion de las histonas se asocia con el reclutamiento de varios factores de
transcripcion (Nakatani Y. (2001) Histone acetylases - versatile players. Genes Cells. 6(2): 79-86). En cualquiera de
las dos teorias, hay una elevada posibilidad de que la acetilacion de las histonas se asocie con la activacion de la
transcripcion y llevando a cabo la inmunoprecipitacion de cromatina (ChlP) usando un anticuerpo anti-histona H3
acetilada, es posible concentrar un elemento de ADN que interactie con la histona H3 acetilada.

En la presente invencion, A7 es un ejemplo de un elemento de ADN que se va a usar para aumentar la expresion de
un gen exogeno. A7 se localiza en la region desde 88992123 a 89000542 del cromosoma 11 humano y es una
secuencia de polinucleétido de 8420 pb que tiene un contenido de AT del 64,52 %. La secuencia de polinucleétido
de A7 esta representada por la SEC ID N°: 2 en el listado de secuencias.

A2, A18, B5 y C14 son ejemplos de elementos de ADN similares. El A2 se localiza en la region desde 80966429 a
80974878 del cromosoma 15 humano y es una secuencia de polinucledtido de 8450 pb, que tiene un contenido de
AT del 62,2 %. La secuencia de polinucleétido de A2 esta representada por la SEC ID N° 1 en el listado de
secuencias.

A18 esta localizado en la region desde 111275976 a 111284450 del cromosoma 4 humano y es una secuencia de
polinucledtido de 8475 pb, que tiene un contenido de AT del 62,54 %. La secuencia de polinucleétido de A18 esta
representada por la SEC ID N°: 3 en el listado de secuencias.

B5 se localiza en la region desde 143034684 a 143043084 del cromosoma 1 humano y es una secuencia de
polinucledtido de 8401 pb, que tiene un contenido de AT del 66,37 %. La secuencia de polinucledtido de B5 esta
representada por la SEC ID N°: 4 en el listado de secuencias.

Finalmente, C14 se localiza en la regién desde 46089056 a 46097482 del cromosoma 11 humano y es una
secuencia de polinucleétido de 8427 pb, que tiene un contenido de AT del 63,81 %. La secuencia de polinucleétido
de C14 esta representada por la SEC ID N°: 5 en el listado de secuencias.

En la invencion, la actividad de aumento de la expresion de un gen exdgeno del elemento de ADN se puede ensayar
usando la actividad de una proteina codificada por un gen indicador tal como SEAP como indice. En los casos en los
que de la actividad de una proteina indicadora en presencia del elemento de ADN aumenta, preferentemente el
doble o mas, mas preferentemente el cuadruple o mas, aun mas preferentemente el quintuple o mas en
comparacion con el caso en el que no esta presente el elemento de ADN, se puede determinar que el elemento de
ADN tiene una actividad de potenciar la expresion de un gen exdgeno. Incluso en los casos en los que la actividad
aumenta al doble o mas, se espera esto reduzca la escala del cultivo celular y el tiempo de cultivo celular, y como
resultado, es posible aumentar el rendimiento y reducir el coste del cultivo celular. Si aumenta el rendimiento,
entonces es posible suministrar de manera estable una proteina exdgena para su uso como agente farmacéutico.
Ademas, si se reduce el coste del cultivo celular, se reduce el coste de la proteina exdgena que se usa como agente
farmacéutico, y también se reduce la carga financiara sobre los pacientes a quienes se va a administrar la proteina
exogena.

En la invencion, se puede usar el elemento de ADN A7 solo, y pueden usarse dos o mas copias del elemento de
ADN A7. Como alternativa, puede usarse al menos un elemento de ADN A7 en combinacién con al menos uno de
los diferentes tipos de elementos de ADN anteriores.

A2, A18, B5 y C14 son ejemplos preferidos de diferentes tipos de elementos de ADN para su uso en la invencion.

El elemento de ADN que se va a usar tal como se ha descrito anteriormente puede ser una secuencia de
polinucleétido que comprende una secuencia de polinucleétido que tiene una homologia del 95 % o mas respecto de
cualquiera de las secuencias de polinucledtidos representadas por las SEC ID N°: 1 a 5 y que tiene una actividad de
potenciar la expresion de un gen exégeno. La homologia del 95 % o mas es mas preferentemente una homologia
del 99 % o mas. La busqueda de homologia de secuencia de polinucleétido puede llevarse a cabo en, por ejemplo,
la Base de datos de ADN de Japén o similares usando un programa tal como FASTA o BLAST.

El elemento de ADN que para su uso tal como se ha descrito anteriormente puede ser un elemento de ADN que
hibride con un polinucleétido que consiste en una secuencia de polinucleétido complementaria a un polinucleétido
que consiste en una secuencia de polinucleétido seleccionada entre el grupo que consiste en las secuencias de
polinucledtidos representadas por las SEC ID N% 1 a 5 en condiciones rigurosas y que tiene una actividad de
potenciar la expresion de un gen exégeno.
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La expresion “condiciones rigurosas” tal como se usa en el presente documento se refiere a condiciones en las que
se forma lo que se denomina un hibrido especifico pero no se forma un hibrido no especifico. Por ejemplo, son
condiciones rigurosas ejemplares las condiciones en las que hibrida una hebra complementaria de un acido nucleico
que consiste en una secuencia de polinucleétido que tiene una elevada homologia, es decir, una secuencia de
polinucledtido que tiene una homologia del 95 % o mas, mas preferentemente del 99 % o mas respecto de una
secuencia de polinucleétido seleccionada entre el grupo que consiste en las secuencias nucleotidicas representadas
por las SEC ID N°: 1 a 5y en las que no hibrida una hebra complementaria de un acido nucleico que comprende una
secuencia de polinucledtido que tenga menor homologia. Para ser mas especificos, se pueden ejemplificar
condiciones en las que la concentracion de sal sédica sea de 15 a 750 mM, preferentemente de 50 a 750 mM, mas
preferentemente de 300 a 750 mM, la temperatura sea de 25 a 70 °C, preferentemente de 50 a 70 °C, mas
preferentemente de 55 a 65 °C, y la concentracion de formamida sea del 0 al 50 %, preferentemente del 20 al 50 %,
mas preferentemente del 35 al 45 %. Ademas, se pueden ejemplificar como condiciones rigurosas, condiciones para
el lavado de un filtro tras la hibridacion en las que la concentracion de sal de sodio sea generalmente de 15 a 600
mM, preferentemente de 50 a 600 mM, mas preferentemente de 300 a 600 mM, y la temperatura sea de 50 a 70 °C,
preferentemente de 55 a 70 °C, mas preferentemente de 60 a 65 °C.

Un experto en la técnica puede obtener facilmente un gen homaologo con referencia a Molecular Cloning (Sambrook,
J. y col., Molecular Cloning: a Laboratory Manual 22 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, 10 Skyline Drive
Plainview, NY (1989)) o similar. Ademas, la homologia de la secuencia de polinucleétido mencionada anteriormente
se puede determinar con una busqueda con FASTA o una busqueda con BLAST de la misma manera.

La introduccién de una mutacion (eliminacion, sustitucion y/o adicion) en la secuencia de polinucle6tido mencionada
anteriormente se puede llevar a cabo mediante un procedimiento conocido en este campo técnico tal como un
procedimiento Kunkel o un procedimiento diplex con espacios, o basandose en este procedimiento. Por ejemplo, se
puede usar un kit de introduccion de mutacién usando un procedimiento de mutagénesis de sitio dirigido (por
ejemplo, Mutant-K (fabricado por TaKaRa Bio, Inc.), Mutant-G (fabricado por TaKaRa Bio, Inc.), o un kit LA PCR in
vitro de la serie Mutagenesis (fabricado por TaKaRa Bio, Inc.)), o similares. Dicho polinucleétido mutado se puede
usar también como el elemento de ADN de la invencion.

Como el elemento de ADN de la invencidn, se puede usar un fragmento parcial que comprenda al menos 3000 o al
menos 2000 nucledtidos consecutivos de una secuencia de polinucleétido representada por la SEC ID N° 2 en el
listado de secuencias. Los ejemplos de dichos fragmentos parciales incluyen: A7-1 a A7-18, que son fragmentos
parciales de A7. También se desvelan en el presente documento A2-1 a A2-17; A18-1 a A18-4 que son fragmentos
parciales de A18; B5-1 a B5-6 que son fragmentos parciales de B5; y C14-1 a C14-14 que son fragmentos parciales
de C14. Sin embargo, el elemento de ADN no esta limitado a estos fragmentos parciales siempre que tenga una
actividad de potenciar la expresion de un gen exdgeno.

En la invencion, puede usarse cualquiera de los fragmentos de A7 anteriores solo y también se pueden usar dos o
mas copias de un tipo de los fragmentos parciales de A7. Como alternativa, se pueden usar en combinacién dos o
mas tipos diferentes de los fragmentos parciales de A7. Ademas, se puede usar en combinacidon una secuencia de
longitud completa y/o un fragmento parcial del elemento de ADN A7 mencionado anteriormente. Ademas, se puede
usar al menos una secuencia de longitud completa y/o un fragmento parcial del elemento de ADN A7 en
combinacion con al menos una secuencia de longitud completa y/o un fragmento parcial de diferentes elementos de
ADN.

En cuanto a las secuencias de polinucledtido de los respectivos fragmentos de A2, A2-1 se corresponde con la
secuencia de polinucleétido de los nucleétidos 1 a 3000 de la SEC ID N° 1 en el listado de secuencias; A2-2 se
corresponde con la secuencia de polinucleétido de los nucleétidos 2801 a 5800 de la SEC ID N°: 1 en el listado de
secuencias; A2-3 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de los nucleétidos 5401 a 8450 de la SEC ID
N°: 1 en el listado de secuencias; A2-4 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de los nucleétidos 701 a
2700 de la SEC ID N°: 1 en el listado de secuencias; A2-5 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de los
nucledtidos 701 a 2200 de la SEC ID N°: 1 en el listado de secuencias; A2-6 se corresponde con la secuencia de
polinucleétido de los nucledtidos 701 a 3700 de la SEC ID N°: 1 en el listado de secuencias; A2-7 se corresponde
con la secuencia de polinucleétido de los nucledtidos 2001 a 5000 de la SEC ID N°: 1 en el listado de secuencias;
A2-8 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de los nucleétidos 4001 a 7000 de la SEC ID N°: 1 en el
listado de secuencias; A2-9 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de los nucleétidos 1 a 3700 de la
SEC ID N°% 1 en el listado de secuencias; A2-10 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de los
nucledtidos 2001 a 5800 de la SEC ID N°: 1 en el listado de secuencias; A2-11 se corresponde con la secuencia de
polinucleétido de los nucleétidos 2801 a 7000 de la SEC ID N°: 1 en el listado de secuencias; A2-12 se corresponde
con la secuencia de polinucleétido de los nucleétidos 701 a 5800 de la SEC ID N°: 1 en el listado de secuencias; A2-
13 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de los nucleétidos 2001 a 7000 de la SEC ID N° 1 en el
listado de secuencias; A2-14 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de los nucleétidos 2801 a 8450 de
la SEC ID N° 1 en el listado de secuencias; A2-15 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de los
nucledtidos 1 a 5800 de la SEC ID N° 1 en el listado de secuencias; A2-16 se corresponde con la secuencia de
polinucleétido de los nucledtidos 701 a 7000 de la SEC ID N°: 1 en el listado de secuencias; y A2-17 se corresponde
con la secuencia de polinucleétido de los nucleétidos 2001 a 8450 de la SEC ID N°: 1 en el listado de secuencias.
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En cuanto a las secuencias de polinucledtidos de los respectivos fragmentos de A7, A7-1 se corresponde con la
secuencia de polinucledtido de los nucleétidos 601 a 3600 de la SEC ID N° 2 en el listado de secuencias; A7-2 se
corresponde con la secuencia de polinucleétido de los nucleétidos 3601 a 8420 de la SEC ID N°: 2 en el listado de
secuencias; A7-3 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de los nucleétidos 5401 a 8420 de la SEC ID
N°: 2 en el listado de secuencias; A7-4 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de los nucleétidos 3401 a
6400 de la SEC ID N°: 2 en el listado de secuencias; A7-5 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de los
nucledtidos 1501 a 4500 de la SEC ID N° 2 en el listado de secuencias; A7-6 se corresponde con la secuencia de
polinucleétido de los nucleétidos 4401 a 7400 de la SEC ID N°: 2 en el listado de secuencias; A7-7 se corresponde
con la secuencia de polinucleétido de los nucledtidos 2401 a 5400 de la SEC ID N°: 2 en el listado de secuencias;
A7-8 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de los nucleétidos 1 a 3600 de la SEC ID N°: 2 en el listado
de secuencias; A7-9 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de los nucleétidos 1501 a 5400 de la SEC ID
N°: 2 en el listado de secuencias; A7-10 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de los nucleétidos 2401
a 6400 de la SEC ID N°; 2 en el listado de secuencias; A7-11 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de
los nucledtidos 3401 a 7400 de la SEC ID N°: 2 en el listado de secuencias; A7-12 se corresponde con la secuencia
de polinucledtido de los nucledtidos 4401 a 8420 de la SEC ID N° 2 en el listado de secuencias; A7-13 se
corresponde con la secuencia de polinucleédtido de los nucleétidos 1 a 5400 de la SEC ID N° 2 en el listado de
secuencias; A7-14 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de los nucleétidos 1501 a 6400 de la SEC ID
N°: 2 en el listado de secuencias; A7-15 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de los nucleétidos 2401
a 7400 de la SEC ID N°; 2 en el listado de secuencias; A7-16 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de
los nucledtidos 3401 a 8420 de la SEC ID N°: 2 en el listado de secuencias; A7-17 se corresponde con la secuencia
de polinucledtido de los nucleétidos 1 a 6400 de la SEC ID N°: 2 en el listado de secuencias; y A7-18 se corresponde
con la secuencia de polinucleétido de los nucleétidos 1501 a 7400 de la SEC ID N°: 2 en el listado de secuencias.

En cuanto a las secuencias de polinucledtidos de los respectivos fragmentos de A18, A18-1 se corresponde con la
secuencia de polinucleétido de los nucledtidos 1 a 5040 de la SEC ID N° 3 en el listado de secuencias; A18-2 se
corresponde con la secuencia de polinucleétido de los nucleétidos 1001 a 6002 de la SEC ID N°: 3 en el listado de
secuencias; A18-3 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de los nucleétidos 2001 a 7000 de la SEC ID
N°: 3 en el listado de secuencias; y A18-4 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de los nucleétidos 3000
a 7000 de la SEC ID N°: 3 en el listado de secuencias.

Los puntos de inicio y terminacion de los respectivos fragmentos de A2, A7 y A18 se exponen también en la Figura
18.

En cuanto a las secuencias de polinucledtidos de los respectivos fragmentos de B5, B5-1 se corresponde con la
secuencia de polinucleétido de los nucleétidos 1 a 4001 de la SEC ID N° 4 en el listado de secuencias; B5-2 se
corresponde con la secuencia de polinucleédtido de los nucleédtidos 1 a 3200 de la SEC ID N° 4 en el listado de
secuencias; B5-3 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de los nucleétidos 2491 a 5601 de la SEC ID
N°: 4 en el listado de secuencias; B5-4 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de los nucleétidos 5373 a
8401 de la SEC ID N°: 4 en el listado de secuencias; B5-5 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de los
nucleotidos 901 a 4001 de la SEC ID N°: 4 en el listado de secuencias; y B5-6 se corresponde con la secuencia de
polinucleétido de los nucledtidos 4001 a 7000 de la SEC ID N°: 4 en el listado de secuencias.

En cuanto a las secuencias de polinucleétidos de los respectivos fragmentos de C14, C14-1 se corresponde con la
secuencia de polinucleétido de los nucledtidos 960 a 4015 de la SEC ID N°: 5 en el listado de secuencias; C14-2 se
corresponde con la secuencia de polinucleétido de los nucleétidos 1987 a 5014 de la SEC ID N°: 5 en el listado de
secuencias; C14-3 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de los nucleétidos 4020 a 7119 de la SEC ID
N°: 5 en el listado de secuencias; C14-4 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de los nucledtidos 960 a
8141 de la SEC ID N°: 5 en el listado de secuencias; C14-5 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de los
nucledtidos 960 a 6011 de la SEC ID N° 5 en el listado de secuencias; C14-6 se corresponde con la secuencia de
polinucleétido de los nucledtidos 4939 a 8141 de la SEC ID N°: 5 en el listado de secuencias; C14-7 se corresponde
con la secuencia de polinucleétido de los nucleétidos 960 a 5014 de la SEC ID N° 5 en el listado de secuencias;
C14-8 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de los nucleétidos 2994 a 7119 de la SEC ID N° 5 en el
listado de secuencias; C14-9 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de los nucleétidos 4020 a 8141 de
la SEC ID N° 5 en el listado de secuencias; C14-10 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de los
nucledtidos 1 a 5014 de la SEC ID N° 5 en el listado de secuencias; C14-11 se corresponde con la secuencia de
polinucleétido de los nucledtidos 1987 a 7119 de la SEC ID N° 5 en el listado de secuencias; C14-12 se
corresponde con la secuencia de polinucleétido de los nucleétidos 2994 a 8141 de la SEC ID N°: 5 en el listado de
secuencias; C14-13 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de los nucleétidos 960 a 7119 de la SEC ID
N°: 5 en el listado de secuencias; y C14-14 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de los nucledtidos
1987 a 8141 de la SEC ID N°: 5 en el listado de secuencias.

Los puntos de inicio y terminacion de los respectivos fragmentos de B5 y C14 también se exponen en la Figura 19.
2. Adquisicion del polinucleétido

En la invencion, se puede obtener un polinucleétido que contiene un gen exdgeno que codifica una proteina
exogena cuya produccion va a aumentar, lo que se describira mas adelante, por procedimientos comunes como se
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describen a continuacion. Por ejemplo, dicho polinucledtido puede aislarse explorando una biblioteca de ADNc
procedente de células o tejidos que expresan el gen exdgeno usando una sonda de ADN que se sintetiza basandose
en un fragmento del gen exdgeno. EI ARNm se puede preparar por procedimientos que se usan comunmente en
este campo técnico. Por ejemplo, las células o tejidos se tratan con un reactivo de guanidina, un reactivo de fenol,
etc., obteniendo de esta manera el ARN total, y a partir de este, se obtiene el poli(A) + ARN (ARNm) mediante un
procedimiento en columna de afinidad usando una columna de celulosa oligo (dT) o una columna de Sepharose-poli
U que contiene Sepharose 2B como portador, o similares, o mediante un procedimiento discontinuo. Ademas,
también se puede fraccionar el poli(A) + ARN por centrifugacion en gradiente de densidad de sacarosa o similares.
Luego, se sintetiza un ADNc monocatenario usando el ARNm obtenido de esta manera como molde, y también
usando cebadores dT y una transcriptasa inversa. A partir del ADNc de cadena sencilla que se obtiene de esta
manera, se sintetiza un ADNc de doble cadena usando una ADN polimerasa |, ADN ligasa, RNasa H, y similares. El
ADNCc de doble cadena sintetizado de esta manera se trunca usando ADN polimerasa T4, seguido de la unién a un
adaptador (tal como el adaptador EcoRl), fosforilacion, y similares, y el ADN resultante se incorpora en un fago
lambda tal como el Agt11 para conseguir un empaquetamiento in vivo, de esta manera se puede preparar una
biblioteca de ADNc. También es posible usar una biblioteca de ADNc usando un vector plasmido distinto de fagos
lambda. A partir de entonces, se puede seleccionar un clon que contenga el ADN diana (un clon positivo) a partir de
la biblioteca de ADNCc.

En los casos en los que el elemento de ADN mencionado anteriormente que se va a usar para aumentar la
produccion de una proteina o un polinucleétido que contiene un gen exdgeno se aisle a partir de ADN gendmico, o
en el que se aisle un polinucledtido que contiene las regiones promotoras y de terminacion a partir de ADN
gendmico, de acuerdo con un procedimiento comun (Molecular Cloning (1989), Methods in Enzymology 194 (1991)),
se extrae el ADN genémico de una linea celular de un organismo para usarse como fuente de recoleccion y se
selecciona y aisla un polinucleétido. La extraccion del ADN gendmico se puede llevar a cabo de acuerdo con, por
ejemplo, el procedimiento de Cryer y col. (Methods in Cell Biology, 12, 39-44 (1975)) o el procedimiento de P.
Philippsen y col. (Methods Enzymol., 194, 169-182 (1991)).

El elemento de ADN diana o el polinucleétido que contiene un gen exégeno se puede obtener también, por ejemplo,
por el procedimiento PCR (PCR Technology. Henry A. Erlich, Atockton press (1989)). En la amplificacion de un
polinucleétido usando el procedimiento PCR, se usan 20 o 30meros de ADN monocatenarios sintéticos como
cebadores y se usa el ADN gendmico como molde. El gen amplificado se usa después de confirmarse la secuencia
de polinucledtido del gen. Como molde para la PCR, se puede usar una biblioteca de ADN genémico tal como un
cromosoma bacteriano artificial (BAC).

Por otra parte, el polinucleétido que contiene un gen exdgeno cuya secuencia no se conoce se puede obtener (a)
preparando una biblioteca génica de acuerdo con un procedimiento comun, y (b) seleccionando un polinucleétido
deseado de la biblioteca génica que se ha preparado y amplificando el polinucleétido. La biblioteca génica se puede
preparar por digestion parcial del ADN cromosémico que se obtiene mediante un procedimiento comun a partir de
una linea celular de un organismo que se va a usar como fuente de recoleccién usando una enzima de restriccion
adecuada para el fragmento de ADN cromosomico, uniendo los fragmentos obtenidos en un vector adecuado, e
introduciendo el vector en un hospedador adecuado. La biblioteca génica se puede preparar también por extraccion
del ARNm de las células, sintetizando el ADNc a partir de ARNm, uniendo el ADNc a un vector adecuado, e
introduciendo el vector en un hospedador adecuado. Como vector para su uso en dicha preparaciéon, también se
puede usar un plasmido que se sepa en general que es un vector para la preparacion de la biblioteca génica, un
vector de fago, un césmido o similares. Como hospedador que se va a transformar o transfectar se puede usar un
hospedador adecuado para el tipo de vector mencionado anteriormente. El polinucledtido que contiene el gen
exogeno se selecciona de la biblioteca génica mencionada anteriormente mediante un procedimiento de hibridacion
de colonias, un procedimiento de hibridacién en placas, o similares, usando una sonda marcada que contiene una
secuencia especifica para el gen exdgeno.

Ademas, el polinucledtido que contiene el gen exdgeno también se puede producir mediante sintesis quimica total.
Por ejemplo, el gen se puede sintetizar mediante un procedimiento en el que se preparan y se hibridan dos pares de
oligonucledtidos complementarios, un procedimiento en el que se unen varias hebras de ADN hibridadas por una
ADN ligasa, un procedimiento en el que se preparan varios polinucleétidos parcialmente complementarios y los
huecos se rellenan por PCR o similares.

La determinacién de una secuencia de polinucleétido se puede llevar a cabo por una técnica convencional, por
ejemplo, un procedimiento didesoxi (Sanger y col., Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 74, 5463-5467, (1977)), o similares.
Ademas, la determinacion anterior de una secuencia de polinucleétido también se puede llevar a cabo faciimente
usando un kit de secuenciacién disponible en el comercio o similar.

3. Vector de expresion de un gen exdégeno, vector de elemento

Como vector de expresion de un gen exogeno de la invencién, se proporciona un vector que contiene un elemento
de ADN del tipo A7 mencionado anteriormente o dos o mas copias de un elemento de ADN del tipo A7 mencionado
anteriormente en combinacion, o al menos uno de elemento de ADN del tipo A7 mencionados anteriormente en
combinacién con al menos uno de los diferentes tipos de elementos de ADN y que contienen ademas una unidad de

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 565428 T3

expresion de un gen exoégeno. Cuando se expresa un gen exdgeno en una célula hospedadora usando el vector de
expresion de un gen exdgeno mencionado anteriormente, el elemento de ADN se puede situar inmediatamente
cadena arriba o cadena abajo de la unidad de expresion génica, o se puede localizar en una posicion lejana de la
unidad de expresion génica. Ademas, se puede usar un vector de expresion de un gen exdgeno que contenga una
diversidad de dichos elementos de ADN. De hecho, el elemento de ADN se puede insertar tanto en orientacion
directa como inversa con respecto a la unidad de expresion génica.

Ademas, como un vector que se usa en la invencién, también se incluye un vector que contiene un tipo del elemento
de ADN A7 mencionado anteriormente, dos o mas copias de un tipo del elemento de ADN A7 mencionado
anteriormente o dos 0 mas diferentes tipos del elemento de ADN A7 mencionado anteriormente en combinacion, o al
menos uno de los tipos de elemento de ADN A7 en combinaciéon con al menos uno de los diferentes tipos de
elementos de ADN diferentes y que no contenga una unidad de expresion génica (de aqui en adelante denominado
también “vector de elemento”). Dicho vector de elemento se puede usar en combinacion con el vector de expresion
de un gen exdgeno mencionado anteriormente que contiene el elemento de ADN o un vector de expresion de un gen
exogeno que no contiene un elemento de ADN y solamente contiene la unidad de expresion de un gen exdgeno.
Permitiendo la coexistencia del vector de elemento con el vector de expresién de un gen exdgeno, la expresion de
un gen exogeno aumenta en comparacion con los casos en los que se usa solo el vector de expresion de un gen
exogeno, por lo tanto, la combinacién de los vectores mencionados anteriormente también se incluyen en el vector
de expresion de un gen exdgeno de la invencion.

El gen que codifica la proteina exégena no esta limitado particularmente, sin embargo, los ejemplos del mismo
incluyen los genes indicadores tales como el de la fosfatasa alcalina secretora (SEAP), la proteina verde
fluorescente (GFP), y luciferasa; varios genes de enzimas tales como el gen de la a-amilasa, y el gen de la
a-galactosidasa; genes de varios interferones que son Utiles farmacéuticamente y proteinas fisiolégicamente activas
tales como el interferén a y el interferon y; genes de varias interleucinas tales como IL-1 e IL-2; varios genes de
citocinas tales como un gen de eritropoyetina (EPO) y un gen de factor estimulante de colonias de granulocitos
(G-CSF); genes de factores de crecimiento; y genes de anticuerpos. Estos genes se pueden obtener mediante
cualquier procedimiento.

La invencion es particularmente eficaz en relacion con una proteina que sea altamente hidréfoba y una proteina que
sea dificil de producir y secretar debido a su formacion compuesta. Por lo tanto, las proteinas exdgenas
mencionadas anteriormente incluyen una proteina multimérica tal como un heteromultimero que es un anticuerpo o
un fragmento funcional del mismo. El “fragmento funcional de un anticuerpo” se refiere a un fragmento parcial de un
anticuerpo que tiene actividad de unién a antigeno y que incluye Fab, F(ab’)2, Fv, scFv, diacuerpos, anticuerpos
lineales, anticuerpos poliespecificos formados a partir de fragmentos de anticuerpo, y similares. El fragmento
funcional de un anticuerpo también incluyen al Fab’ que es un fragmento monovalente de una region variable de un
anticuerpo que se obtiene tratando el F(ab’)2 en condiciones reductoras. Ademas, estos fragmentos funcionales
incluyen no solamente un fragmento obtenido mediante el tratamiento de una molécula de una proteina de
anticuerpo de longitud completa con una enzima adecuada, sino también una proteina producida en una célula
hospedadora adecuada usando un gen de anticuerpo modificado genéticamente.

La unidad de expresion génica tiene, en la direccion de la fase de lectura de transcripcion, al menos una region
promotora, un gen exodgeno, y una region de terminacion de la transcripcion (sefial de adicion de poli(A)). El
promotor que se puede usar en el presente documento puede ser un promotor de expresion constitutivo o un
promotor de expresion inducible. Los ejemplos de promotor de expresion constitutivo incluyen varios promotores
naturales tales como un promotor temprano de SV40, un promotor de adenovirus E1A, un promotor de CMV
(citomegalovirus), un promotor EF-1a (factor-1a de elongacién humano), un promotor de HSP70, un promotor MT,
un promotor de RSV, un promotor de UBC, y un promotor actina, y promotores artificiales (de fusion) tales como un
promotor SRa y un promotor CAG. Ademas, la secuencia de adicion de poli(A) puede ser una secuencia que tiene la
actividad de provocar la terminacion de la transcripcion para la transcripcion a partir del promotor, y puede ser una
secuencia de un gen igual o diferente al del promotor.

Es necesario usar un promotor fuerte con el fin de aumentar la produccion de una proteina exégena. Sin embargo,
cuando se intenta producir una proteina que sea dificil que se pliegue o una proteina que sea dificil de secretar
usando un promotor altamente activo, la proteina puede no llegar a secretarse. Esto es debido a que cuando la
proteina se produce en una cantidad que excede la capacidad del ribosoma en el que se lleva a cabo la traduccién y
la del reticulo endoplasmico donde se lleva a cabo el plegamiento y la secrecion, la proteina producida en exceso se
desnaturaliza, se acumula y se ubiquitina en las células, y luego se degrada en los proteosomas. Por consiguiente,
es preferible que se seleccione adecuadamente un promotor que pueda alcanzar un nivel de expresién tal que la
proteina no se desnaturalice o agregue o que la cantidad de la proteina resultante no exceda la capacidad de
secrecion. Como alternativa, el promotor se usa ajustando (por ejemplo, disminuyendo) la actividad del promotor.
Entre las proteinas multiméricas, una molécula que forma un heteromultimero es susceptible del efecto descrito
anteriormente y en particular una molécula, tal como un anticuerpo, que es un heterotetramero. Un anticuerpo tiene
dos moléculas de cadena pesada y dos moléculas de cadena ligera que se asocian entre si y por lo tanto, con el fin
de asociar adecuadamente las moléculas, el nivel de expresion de las mismas es un factor importante.

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 565428 T3

Ademas, el vector de expresion de un gen exdgeno y el vector de elemento de la invenciéon pueden contener cada
uno un marcador de seleccidon para seleccionar un transformante. Se puede seleccionar un transformante, por
ejemplo, mediante el uso de un marcador de resistencia a un farmaco que dé lugar a resistencia a un farmaco tal
como cerulenina, aureobasidina, zeocina, canavanina, cicloheximida, higromicina, puromicina, blasticidina,
tetraciclina, kanamicina, ampicilina o neomicina. Ademas, también se puede seleccionar un transformante cuando se
usa como marcador un gen que da lugar a resistencia a disolventes tales como etanol, resistencia a la presion
osmoética de glicerol, de una sal, o similares, la resistencia a un ion metalico tal como el ion cobre, o similares.

El vector de expresion de un gen exdgeno y el vector de elemento de la invencion pueden ser cada uno un vector
que no se incorpora en el ADN cromosémico. En general, el vector de expresion de un gen exdgeno se transfecta en
una célula hospedadora y entonces se incorpora aleatoriamente en el cromosoma. Sin embargo, usando un
componente constituyente procedente de un virus de mamifero tal como un virus de simio 40 (SV40), un
papilomavirus (BPV, HPV), o EBV, se puede usar el vector como un vector episdmico que es auto-replicable en la
célula hospedadora transfectada. Por ejemplo, se puede usar un vector que contiene un origen de replicacion (oriP)
procedente de SV40 y una secuencia que codifica un gran antigeno T de SV40 que es un factor trans-actuante, un
vector que contiene un oriP procedente de EBV y una secuencia que codifica EBNA-1, o similares. El efecto del
elemento de ADN se puede expresar por la actividad de aumento de la expresion del gen exdgeno
independientemente del tipo de vector o de la presencia o ausencia de la incorporacién del mismo en el cromosoma.

4. Célula transformada

La célula transformada de la invencion es una célula transformada en la que se ha introducido el vector de expresion
de un gen exogeno descrito en el articulo “3” anterior que contiene el elemento de ADN descrito en el articulo “1”.
Como vector de expresion de un gen exogeno, se puede introducir solamente un vector de expresion de un gen
exogeno que contenga un elemento de ADN (a), o se pueden introducir en combinacion un vector de expresion de
un gen exégeno que contiene un elemento de ADN y también un vector de elemento descrito en el articulo “3”
anterior (B). Como alternativa, se pueden introducir en combinacion un vector de expresion de un gen exdgeno que
no contiene un elemento de ADN y un vector elemento (C).

La expresion de un gen exdgeno en una célula hospedadora usando la combinacién anterior de (B) o (C) se puede
llevar a cabo, por ejemplo, segun el procedimiento de Girod y col. (Biotechnology and Bioengineering, 91, 2-11
(2005)) y el procedimiento de Otte y col. (Biotechnol. Prog., 2007, 23, 801-807 (2007)).

Los ejemplos de la célula hospedadora que se va a transformar incluyen células eucariotas, incluyendo los ejemplos
preferidos de las mismas células de mamifero, incluyendo los ejemplos mas preferidos células procedentes de seres
humanos, ratones, ratas, hamsteres, monos, o ganado. Los ejemplos de dichas células de mamifero incluyen las
células COS-1, células 293, y células CHO (CHO-K1, DG44, CHO dhfr-, CHO-S), sin embargo, la célula
hospedadora no se limita a estas.

En la invencién, se puede usar cualquier procedimiento para introducir el vector de expresién en la célula
hospedadora siempre que el procedimiento permita que gen introducido esté presente de manera estable en la
célula hospedadora y se exprese en la misma de manera adecuada. Los ejemplos del método que se usa
generalmente incluyen un procedimiento de fosfato calcico (lto y col., (1984) Agric. Biol. Chem., 48, 341), un
procedimiento de electroporacion (Becker, D. M. y col., 1990; Methods. Enzymol., 194, 182-187), un procedimiento
de esferoplastos (Creggh y col., Mol. Cell. Biol., 5, 3376 (1985)), un procedimiento de acetato de litio (ltoh, H. (1983)
J. Bacteriol. 153, 163-168), y un procedimiento de lipofeccion.

5. Procedimiento para producir proteina exdégena

En la invencion, se puede producir una proteina exdgena mediante el cultivo de la célula transformada descrita en el
articulo “4” anterior, en la que se ha introducido un gen que codifica la proteina exégena usando el vector descrito en
el articulo “3” anterior mediante un procedimiento conocido, la recogida de la proteina del producto del cultivo
resultante, seguido de la purificacién de la proteina. La expresion “producto del cultivo” tal como se usa en el
presente documento se refiere a células cultivadas o a un homogenado celular ademas de a un sobrenadante del
cultivo. De hecho, puede seleccionarse como proteina exdgena que puede producirse usando la célula transformada
descrita en el articulo “4” anterior, no solo una proteina monomérica, sino también una proteina multimérica. En los
casos en los que se produce una proteina hetero-multimérica formada de una pluralidad de diferentes subunidades,
es necesario introducir una pluralidad de genes que codifican estas subunidades en la célula hospedadora que se
describe en el articulo “4” anterior, respectivamente.

El procedimiento para el cultivo de la célula transformada se puede llevar a cabo de acuerdo con procedimientos
convencionales para cultivar células hospedadoras.

En los casos en que la célula transformada sea una célula de mamifero, la célula se cultiva en condiciones, por
ejemplo, de 37 °C, y un 5 % o un 8 % de CO, durante un tiempo de cultivo de aproximadamente 24 a 1000 horas. El
cultivo se puede llevar a cabo por medio de cultivo discontinuo, cultivo de alimentacién discontinua, cultivo continuo
y similares en condiciones estaticas, de agitacion, removido o aireacion.
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La confirmacién del producto de expresion del gen que codifica la proteina exdgena a partir del producto de cultivo
(solucion de cultivo) mencionado anteriormente se puede llevar a cabo por SDS-PAGE, analisis de Western, ELISA
o similares. Con el fin de aislar y purificar la proteina producida, se puede usar un procedimiento de purificacion y
aislamiento de proteinas convencional. Tras completar el cultivo, en los casos en los que la proteina diana se
produce en células, se homogenizan las células usando un homogeneizador ultrasénico, una prensa de French, un
homogeneizador de Manton-Gaulin, Dinomil, o similar, obteniendo de esta manera la proteina diana. Ademas, en los
casos en los que se produce la proteina diana fuera de las células, la solucién el cultivo se usa como tal, o se
eliminan las células por centrifugacion o similar. A continuacion se recoge la proteina diana por extraccion o similar
usando un disolvente organico y luego se aisla y purifica la proteina diana usando técnicas tales como varias
técnicas de cromatografia (cromatografia hidréfoba, cromatografia de fase inversa, cromatografia de afinidad,
cromatografia de intercambio iénico, etc.), filtracion en gel usando un tamiz molecular y electroforesis usando un gel
de poliacrilamida o similar solo o en combinacion segun las necesidades.

Los procedimientos de cultivo mencionados anteriormente y los procedimientos de purificacién son solo a modo de
ejemplo, y los procedimientos no se limitan a estos. La secuencia de aminoacidos del producto genético purificado
se puede confirmar por una técnica de analisis de aminoacidos conocida, tal como la determinacién de secuencia de
aminoacidos automatizada usando el procedimiento de degradaciéon de Edman.

6. Procedimiento para producir una proteina de anticuerpo

Como proteina hetero-multimérica que se va a producir usando el procedimiento de producciéon descrito en el
articulo “5” anterior, puede ejemplificarse una proteina de anticuerpo. La proteina de anticuerpo es una proteina
tetramérica que comprende dos moléculas de polipéptido de cadena pesada y dos moléculas de polipéptido de
cadena ligera. Por consiguiente, para obtener dicha proteina de anticuerpo en un estado que mantenga la afinidad
de unién a antigeno, es necesario introducir ambos genes de cadena pesada y ligera en la célula transformada
descrita en el articulo “4” anterior. En este caso, las unidades de expresion génica de la cadena pesada vy ligera
pueden estar presentes en el mismo vector de expresion o en diferentes vectores de expresion.

Como anticuerpo que se va a producir en la invencion, puede ejemplificarse un anticuerpo preparado mediante la
inmunizacién de un animal experimental, tal como un conejo, un ratdn o una rata con un antigeno deseado. Ademas,
también puede ejemplificarse como el anticuerpo que se va a producir en la invencion un anticuerpo quimérico y un
anticuerpo humanizado obtenido mediante el uso del anticuerpo anteriormente mencionado como material de
partida. Ademas, también se incluye como anticuerpo que se va a producir en la invencion un anticuerpo humano
obtenido usando un animal modificado genéticamente o un procedimiento de presentacion en fagos.

El gen de anticuerpo que se va a usar para la produccion del anticuerpo no esta limitado a un gen de anticuerpo que
tenga una secuencia de polinucledtido especifica, siempre que la combinacion de polipéptido de cadena pesada y
polipéptido de cadena ligera que se van a transcribir y traducir a partir del gen de anticuerpo tenga la actividad de
union a una proteina antigénica dada.

Ademas, no es necesario que el gen de anticuerpo codifique la molécula de longitud completa del anticuerpo, puede
usarse un gen que codifica un fragmento funcional del anticuerpo. Dicho gen que codifica un fragmento funcional del
mismo puede obtenerse modificando genéticamente un gen que codifica la molécula de longitud completa de la
proteina de anticuerpo.

7. Procedimiento de produccion de otras proteinas exdgenas

Los ejemplos de proteinas exdgenas que se van a producir usando el procedimiento de produccion de la invencion
incluyen, ademas de los anticuerpos mencionados anteriormente, varias proteinas procedentes de seres humanos y
no humanos, fragmentos funcionales de las mismas, y productos modificados de las mismas. Los ejemplos de
dichas proteinas y similares incluyen hormonas peptidicas tales como el péptido natriurético auricular (ANP), péptido
natriurético cerebral (BNP), péptido natriurético tipo C (CNP), vasopresina, somatostatina, hormona de crecimiento
(GH), insulina, oxitocina, grelina, leptina, adiponectina, renina, calcitonina, osteoprotegerina, y factor de crecimiento
insulinico (IGF); citocinas tales como interleucinas, quimiocinas, interferéon, factores de necrosis tumoral (tales como
TNF-a ,TNF-B, y la superfamilia de TNF), factores de crecimiento nerviosos (tales como NGF), factores de
crecimiento celular (tal como EGF, FGF, PDGF, HGF, y TGF), factores de crecimiento hematopoyético (tales como
CSF, G-CSF, y eritropoyetina), y adipocina; receptores tales como los receptores de TNF; enzimas tales como
lisozima, proteasas, proteinasas, y peptidasas; fragmentos funcionales de las mismas (fragmentos que tienen la
totalidad o parte de la actividad bioldgica de la proteina original), y proteinas de fusién que comprenden cualquiera
de estas proteinas. Sin embargo, las proteinas no se limitan a estas.

Ejemplos

En lo sucesivo, la invencion se describira especificamente en referencia a los ejemplos. Sin embargo, estos
ejemplos no limitan el ambito técnico de la invencion. Los plasmidos, enzimas de restriccion, enzimas de
modificacion de ADN, y similares que se van a usar en los ejemplos de la invencién son productos disponibles en el
mercado y se pueden usar segun procedimientos comunes. Ademas, los procedimientos que se usan para la
clonacion de ADN, la determinacion de la secuencia de polinucledétido, la transformacién de una célula hospedadora,
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el cultivo de una célula hospedadora transformada, la recogida de una proteina a partir del producto de cultivo
resultante, la purificacion de una proteina y similares también son bien conocidos por los expertos en la técnica o se
pueden encontrar en la bibliografia.

Ejemplo 1
Extraccion del elemento de ADN
(1-1) Inmunoprecipitacion de cromatina usando un anticuerpo anti-histona H3 acetilada

Se llevo a cabo una ChIP usando un anticuerpo anti-histona H3 acetilada usando EZ ChIP (Upstate) de acuerdo con
el siguiente procedimiento. De hecho, a menos que se indique lo contrario, se usaron productos de Upstate como
anticuerpos, tampones y similares en el siguiente procedimiento.

En primer lugar, se cultivaron células 293F (Invitrogen) usando Medio 293 FreeStyle™ GIBCO (marca registrada)
(Invitrogen) en condiciones de 37 °C y un 8 % de CO», seguido de centrifugacion (1000 rpm, 5 min, a temperatura
ambiente), por la que se recogieron las células en fase de crecimiento. Después se fijaron 2 x 10’ células en un
medio que contenia un 1 % de formaldehido durante 10 minutos, se afiadié al mismo 10 x de glicina, seguido de
incubacion a temperatura ambiente durante 5 minutos. Tras la centrifugacion (3000 rpm, 5 min, 4 °C), se retiro el
sobrenadante, y se afiadié PBS al sedimento celular para suspender las células. Entonces, la suspension celular se
centrifugd de nuevo para retirar el PBS, y a continuacion se afiadié un tampon de lisis SDS al sedimento celular para
suspender vy lisar las células. Cada muestra que se obtenia por lisis celular se sometié a fragmentacion de ADN
usando un homogeneizador ultrasénico (BRANSON) mientras se enfriaba la muestra con agua helada, y se afadi6 a
la misma un tampén de dilucién que contenia un coctel inhibidor de proteasas y proteina G inmovilizada en agarosa.
La mezcla resultante se sometié a rotacion a 4 °C durante 1 hora, seguido de centrifugacion, y luego se recolecto el
sobrenadante. Posteriormente, se afadieron al mismo 10 yg de IgG normal de conejo o de un anticuerpo a-acetil
histona H3, seguido de rotacién durante una noche a 4 °C. A la solucidon resultante, se afadié proteina G
inmovilizada en agarosa y la mezcla resultante se sometié a rotacion a 4 °C durante 1 hora, seguido de
centrifugacion, y luego se recolecté el sedimento. El sedimento obtenido de esta manera se lavd dos veces en
tampon de lavado de complejo inmunitario bajo en sal, dos veces con tampén de lavado de complejo inmunitario alto
en sal, dos veces con tampodn de lavado de complejo inmunitario LiCl, y finalmente cuatro veces con tampdn TE.
Luego se afiadié al mismo un tampdn de elucion (que contenia 20 pl de hidrégeno carbonato sédico 1M, 10 ul de
SDS, y 170 pl de agua estéril). Tras 30 minutos, se centrifugd la mezcla, y se recogio el sobrenadante.

Posteriormente, se afiadieron 5 M de cloruro sddico al sobrenadante y la mezcla resultante se calentdé durante una
noche a 65 °C. Después se afadié a la misma RNasa A, y la mezcla resultante se incubd a 37 °C durante 30
minutos. Luego se afiadio a la misma 0,5 M de EDTA, 1 M de Tris-HCI y Proteinasa K, y la mezcla resultante se
incubo a 45 °C durante 2 horas.

Finalmente se afadieron a la misma los Reactivos A, B y C en una cantidad 5 veces mayor que la de la solucion
obtenida por el tratamiento con Proteinasa K, seguido de centrifugacion (10000 rpm, 30 seg, a temperatura
ambiente) usando un filtro Spin. Por el que se purifico el ADN de la inmunoprecipitacién de cromatina.

(1-2) Analisis de micromatriz

Mediante el uso del kit GenomePlex Complete Whole Genome Amplification (WGA, amplificaciéon de genoma
completo) (Sigma), se amplificdé cada muestra de ChIP obtenida en (1-1). El procedimiento fue de acuerdo con el
protocolo de Sigma adjunto en el kit.

Con el fin de confirmar la ChlP, usando 320 ng de cada ADN amplificado por WGA como molde, y usando también
los siguientes cebadores y SYBR (marca registrada) Premix Ex Taq™ (Tiempo real perfecto) (TAKARA), se amplifico
un gen interno de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) por el procedimiento de PCR (95 °C durante 5 s
y 60 °C durante 20 s x 45 ciclos). De hecho, el GAPDH es un gen constitutivo que se va a usar como control positivo
para confirmar si se habia enriquecido el elemento de ADN mediante ChIP y se llevd a cabo el procedimiento PCR
usando cebadores unidos al EZ ChIP (Upstate).

5-TACTAGCGGTTTTACGGGCG-3'

5-TCGAACAGGAGGAGCAGAGAGCGA-3

Tal como se muestra en la Fig. 1, se confirmé que GAPDH estaba amplificado especificamente en la muestra
sometida a inmunoprecipitacién con un anticuerpo anti-histona H3 acetilada. Cada una de las muestras de ADN
amplificado por WGA se someti6 a analisis de micromatriz (NimbleGen) para llevar a cabo la inmunoprecipitaciéon de
cromatina sobre chip (ChlP-on-chip). “ChlP-on-chip” es una técnica para identificar cada elemento de ADN
sometiendo cada ADN enriquecido en (1-1) a analisis de micromatriz.

(1-3) Extraccion del elemento de ADN
Basandose en los resultados del analisis ChlP-on-chip que se obtienen en (1-2), se extrajeron 5 secuencias que

tienen un contenido en AT del 62 % o0 mas.
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A2: cromosoma 15 (80966429 to 80974878)
A7: cromosoma 11 (88992123 a 89000542)
A18: cromosoma 4 (111275976 a 111284450)
B5: cromosoma 1 (143034684 a 143043084)
C14: cromosoma 11 (46089056 a 46097482)

Ejemplo 2
Efecto del elemento de ADN usando la expresion de fosfatasa alcalina secretora (SEAP) como indice
(2-1) Construccion de un vector de expresion de SEAP

Utilizando el pSEAP2-control (Clontech) como molde, se amplificod el gen SEAP mediante el procedimiento PCR
(94 °C durante 30 s y 68 °C durante 2 min x 40 ciclos) usando los siguientes cebadores y KOD-plus- (TOYOBO).
5-AAAGCTAGCATGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGGGCC-3
5-AAAAGATCTTCATGTCTGCTCGAAGCGGCCGGCCGC-3’

Posteriormente, el fragmento de SEAP amplificado se separd por electroforesis en gel de agarosa y se recorté del
gel, seguido de purificacion usando un kit de extraccién de Gel QlAquick (Qiagen). El fragmento de ADN obtenido de
esta manera se us6 como insercion. La insercion se digirié con las enzimas de restriccion Nhel y Bglll, y se digiri6 el
vector pIRES hyg3 (Clontech) con las enzimas de restriccion Nhel y BamHI. Los fragmentos de ADN resultantes se
sometieron a electroforesis en gel de agarosa para separar los fragmentos diana, respectivamente y los fragmentos
diana se recortaron del gel, seguido de purificacion. Luego, se llevd a cabo una reaccion de ligadura y
transformacion. La reaccion de ligadura se llevé a cabo usando el sistema de ligadura de ADN LigaFast Rapid
(Promega). La transformacion se llevé a cabo de la siguiente manera. En primer lugar, se descongelaron células
JM109 competentes (TAKARA) congeladas, y se afiadieron 10 pl de una solucion obtenida tras la reaccion de
ligadura a una solucion de las células descongeladas y la mezcla resultante se dejé en reposo en hielo durante 30
minutos. A continuacion, se aplicé un choque térmico (42 °C, 45 seg) a la mezcla, y se enfrié la mezcla en hielo
durante 5 minutos. A esta suspension celular se le afiadié 1 ml de medio LB y la mezcla resultante se agit6 a 37 °C
durante 1 hora. Posteriormente se emplaco la mezcla sobre una placa LB que contenia 0,1 mg/ml de ampicilina, y se
incubd la placa a 37 °C durante 14 a 16 horas. A continuacion, por lisis alcalina, se recolecté un plasmido diana de
las colonias cultivadas en la placa LB. Finalmente, se determind la secuencia de polinucleétido de SEAP en el
plasmido que se obtuvo por lisis alcalina, de esta manera se construy6 el pPCMV/SEAP ires Hygro.

(2-2) Clonacion del elemento de ADN

Posteriormente, se clon6 cada uno de los elementos de ADN extraidos en el ejemplo 1 en el vector de expresion de
SEAP que se obtuvo en (2-1) usando el kit BAC SUBCLONING (Gene Bridges) a partir de un cromosoma bacteriano
artificial (BAC) que contenia una secuencia de polinucleétido que se correspondia con cada uno de los elementos de
ADN.

En primer lugar, el pCMV/SEAP ires Hygro obtenido en (2-1) se digirié con la enzima de restriccién Spel durante
varias horas, seguido de precipitacion en etanol y el precipitado se disolvié en agua estéril. Utilizando el vector
digerido con Spel como molde, se llevé a cabo el procedimiento PCR (94 °C durante 15 s, 55 °C durante 30 s y
68 °C durante 10 min x 30 ciclos) usando los siguientes cebadores y KOD-plus- (TOYOBO).

A2D:

5-GGAAATTGAGAAGTATCATTCACAACAGTACCACAAACATGAAATAAATGTGGAT
CCTATTAATAGTAATCAATTACG-3'

A2ZR:

5-CTCATTCTGTGGGTTGTCATTTCACTTCCTTGATGCTATCCTTTCAAGCAAAATC
CTAGTCAATAATCAATGTCAACG-3'

ATD:

5-CTTATTTTCTAAGTAGTATAGACTTAATTGTGAGAACAAAATAAAAACTTGGATC
CTATTAATAGTAATCAATTACG-3'

ATR:

5-CTCTTCCCATTCTCATTTGAATCTACTTCAAAAGGTTTACCATACTAAGACCTAG
TCAATAATCAATGTCAACG-3'
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A18D:

5-CGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCTGAGGCGGGTGGATCACCTGAGGTCGA
TCCTATTAATAGTAATCAATTACG-3'

A18R:

5-CATACAGAAGCCAGTTTGAACTGAGACCTCACTCCATTTCTTACAAGTTATGCCC
TAGTCAATAATCAATGTCAACG-3'

B5D:

5-ACCGTTTTATATTGTTTAAGCATTTCCTAGACATATTTGGCTACAAATCTAGATC
CTATTAATAGTAATCAATTACG-3'

B5R:

5-GATCTTAGGGGGGCTGATTATATAAAACAATAGAAATGTAGTCTTAGATGAAACC
TAGTCAATAATCAATGTCAACG-3'

C14D:

5-CACAAAGTTCACTGTCAAGGCCAGGTGATGAGGCCCACACATGCCCGGACCTTGA
TCCTATTAATAGTAATCAATTACG-3'

C14R:

5-CAAAACCTCATCTCTACTGAAAATAGAAAATTAGCTGGGCGTGGTGGCAGGTGCC
CTAGTCAATAATCAATGTCAACG-3'

Tras confirmarse la amplificacion por electroforesis en gel de agarosa usando una porciéon de la solucion de
reaccion, el resto de la solucion de reaccion se sometié a precipitacion en etanol. El precipitado se disolvié en agua
estéril, y la solucion resultante se uso6 para la transformacion de ADN.

Posteriormente, se llevo a cabo la preparacion de Eschericha coli para la transformacion.

Los clones de BAC que correspondian a las 5 secuencias extraidas en el ejemplo 1 son los siguientes.

Secuencia extraida Clon de BAC correspondiente
A2 RP11-152F13
A7 RP11-643G5
A18 RP11-115A14
B5 RP11-640M9
C14 RP11-702F3

10 yl del BAC mencionado anteriormente (Avanced Geno Techs Co.) que se habian descongelado, se inocularon en
1 ml de un medio (que contenia cloranfenicol a una concentracion final de 15 ug/ml) y se incubaron durante una
noche a 37 °C. Se trasfirieron 30 pl de la solucion de cultivo a 1,4 ml de un medio (que contenia cloranfenicol a una
concentracion final de 15 pg/ml) y se incubaron a 37 °C durante 2 horas. Se repitié dos veces una centrifugacion y
lavado con agua estéril, y se suspendieron las células en 20 pl de agua estéril. Se afiadieron en una cubeta enfriada
(0,1 cm) 1 ul de pRED/ET (Gene Bridges) y Escherichia coli, seguido de electroporacion (1350 V, 10 pF). Después,
se afiadié a esto 1 ml de medio SOC, y la mezcla resultante se incub6 a 30 °C durante 70 minutos. Se emplacaron
100 pl de la solucion de cultivo en una placa LB (que contenia tetraciclina y cloranfenicol a concentraciones finales
de 3 pg/ml y 15 yg/ml, respectivamente), y se incub6 una noche a 30 °C. Se transfirieron 30 pl de la solucion de
cultivo a 1,4 ml de un medio (que contenia tetraciclina y cloranfenicol a concentraciones finales de 3 ug/ml y 15
pg/ml, respectivamente), y se incubaron a 30 °C durante 2 horas. Luego, se afadieron a la misma 50 ul de
L-arabinosa al 10 %, y se llevé a cabo una incubacioén adicional a 37 °C durante 1 hora. A continuacion se repitié dos
veces un lavado con agua estéril, y se afiadieron las Escherichia coli que se suspendieron en 30 pl de agua estéril y
1 ul del ADN para la transformacién a una cubeta enfriada (0,1 cm), seguido de electroporacion 1350 V, 10 pF).
Luego, se afiadio a esto 1 ml de medio SOC, y la mezcla resultante se incub6 a 37 °C durante 90 minutos. La
cantidad total de la solucion de cultivo se emplacd en una placa LB (que contenia 100 ug/ml de ampicilina), y la
placa se incubd. A continuacién se obtuvo el plasmido diana por lisis alcalina. Finalmente, se confirmaron la
secuencia del plasmido que se obtuvo y los sitios de la enzima de restriccion del mismo, por lo que se construyo el
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plasmido diana. El vector construido se muestra en la Fig. 2.
(2-3) Evaluacion usando la expresion de SEAP como indice

Se evalué cada plasmido construido en (2-2) usando la célula hospedadora CHO-K1 (ATCC) y el reactivo de
transfeccion Lipofectamina 2000 (Invitrogen)

Se llevd a cabo la seleccion con antibidticos con higromicina a 800 ug/ml durante aproximadamente 2 semanas
comenzando 2 dias tras la transfeccién, por lo que se establecid una linea celular policlonal que expresaba
establemente. La linea celular establecida de esta manera se sometié a un remplazo de medio el dia antes de la
medicion, y se sembraron un nimero determinado de células en una placa de 24 pocillos (IWAKI). A las 24 horas
tras poner las células en las placas, se recolecto el sobrenadante, y se midi6 la actividad de SEAP. La actividad de
SEAP en el sobrenadante del cultivo se midi6 usando el Ensayo de Fosfatasa Alcalina Segregada indicadora
SensoLyte™ pNPP (ANASPEC).

Los resultados medidos se muestran en la Fig. 3. Cuando la actividad de SEAP del control sin elemento se
normalizé a 1, la actividad SEAP en el sobrenadante del cultivo de la linea celular CHO que expresaba establemente
que tenia el elemento de ADN A2, A7, A18, B5 o C14 mostraba un valor numérico cinco veces mayor o mas que el
del control. Basandose en los resultados, se confirmé que los 5 tipos de elementos de ADN aumentan drasticamente
la expresion de SEAP. De hecho, las secuencias de polinucleétidos de los 5 tipos de elementos de ADN anteriores
se representan en las SEC ID N°: 1 a 5 del listado de secuencias, respectivamente.

Ejemplo 3
Generalidad de promotores que se va a usar en combinacion

El promotor para el vector que se usa en la evaluacion de los elementos de ADN del ejemplo 2 era un promotor de
CMV, y de esta manera se estudié en el ejemplo 3 el uso de elementos de ADN en combinacién con otros
promotores generales.

(3-1) Construccion del vector de expresion de SEAP usando promotores EF-1a y SV40

Utilizando el pSEAP2-control (Clontech) como molde, se amplificd el gen SEAP por el procedimiento PCR (94 °C
durante 30 s y 68 °C durante 2 min x 40 ciclos) usando los cebadores descritos en (2-1) y KOD-plus-. EI SEAP
amplificado se prepard como una insercion de la misma manera que en (2-1). La insercion se digirio con las enzimas
de restriccion Nhel y Bglll, y se digirid un vector pIRES puro3 (Clontech) con las enzimas de restriccion Nhel y
BamHlI, y se construy6 el pPCMV/SEAP ires Puro de la misma manera que en (2-1).

Posteriormente, usando el PEF1/V5-His A (Invitrogen) como molde, se amplificé un promotor EF-1a por el
procedimiento PCR (94 °C durante 15 seg, 60 °C durante 30 seg, y 68 1C durante 2 min x 30 ciclos) usando los
siguientes cebadores y KOD-plus-.

5-AAAACTAGTCAGAGAGGAATCTTTGCAGCTAATGGACC-3’
5-AAAGATATCCCTAGCCAGCTTGGGTGGTACCAAGC-3’

Utilizando el pCMV/SEAP ires Puro construido anteriormente como vector, se llevé a cabo la digestion con las
enzimas de restriccion Spel y EcoRV para el vector y el promotor, y se construy6 el pEF/SEAP ires Puro de acuerdo
con el procedimiento descrito en (2-1).

De manera similar, usando el pcDNA3.1+ (Invitrogen) como molde, se amplificé un promotor de SV40 por el
procedimiento PCR (94 °C durante 15 s, 60 °C durante 30 s, y 68 1C durante 1 min x 30 ciclos) usando los
siguientes cebadores y KOD-plus.

5-AAAACTAGTCTGTGGAATGTGTGTCAGTTAGGGTG-3
5-AAAGATATCAGCTTTTTGCAAAAGCCTAGGCCTC-3

Utilizando el pCMV/SEAP ires Puro construido anteriormente como vector, se llevé a cabo la digestion con las
enzimas de restriccion Spel y EcoRV para el vector y el promotor, y se construyd el pSV40/SEAP ires Puro de
acuerdo con el procedimiento descrito en (2-1).

(3-2) Clonacion del elemento de ADN A2 o A7

Posteriormente, se llevé a cabo la clonacion del elemento de ADN A2 o A7 usando el pEF/SEAP ires Puro y
pSV40/SEAP ires Puro construidos en (3-1) como estructuras basicas.

Primero se digirieron el pEF/SEAP ires Puro y el pSV40/SEAP ires Puro con la enzima de restriccion Spel durante
varias horas, seguido de precipitacion en etanol, y el precipitado se disolvi6 en agua estéril. Utilizando los
respectivos vectores digeridos con Spel como moldes, se preparé el ADN para la transformacién por el
procedimiento PCR (94 °C durante 15 s, 55 °C durante 30 s, y 68 °C durante 10 min x 30 ciclos) usando los
siguientes cebadores y KOD-plus.
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A2 (EF/DY:

5-GGAAATTGAGAAGTATCATTCACAACAGTACCACAAACATGAAATAAATGTGCTA
GTCAGAGAGGAATCTTTGCAGC-3'

A2 (SVA40/DY:

5-GGAAATTGAGAAGTATCATTCACAACAGTACCACAAACATGAAATAAATGTGCTA
GTCTGTGGAATGTGTGTCAGTTAG-3'

A2 (EF y SV40/R) :

5-CTCATTCTGTGGGTTGTCATTTCACTTCCTTGATGCTATCCTTTCAAGCAAAATT
TTAAAACTTTATCCATCTTTGCA-3'

A7 (EF/DY:

5-CTTATTTTCTAAGTAGTATAGACTTAATTGTGAGAACAAAATAAAAACTTGCTAG
TCAGAGAGGAATCTTTGCAGC-3'

A7 (SVA40/DY:

5-CTTATTTTCTAAGTAGTATAGACTTAATTGTGAGAACAAAATAAAAACTTGCTAG
TCTGTGGAATGTGTGTCAGTTAG-3'

A7 (EF y SVAO/RY):

5-CTCTTCCCATTCTCATTTGAATCTACTTCAAAAGGTTTACCATACTAAGAACTAG
TTTTAAAACTTTATCCATCTTTGCA-3'

Utilizando el ADN preparado de esta manera para la transformacion y el BAC transfectado con pRed/ET, se cloné el
elemento de ADN A2 o A7 en el vector descrito en (3-1). La construccion del vector se muestra en la Fig. 2. De
hecho, el procedimiento se llevé a cabo de acuerdo con el procedimiento descrito en (2-2).

(3-3) Evaluacion usando la expresion de SEAP como indice

Cada plasmido construido en (3-2) se evalué usando la célula hospedadora CHO-K1 (ATCC) y el reactivo de
transfeccion Lipofectamina 2000 (Invitrogen).

Se llevé a cabo una seleccion por antibiotico con puromicina a 8 pg/ml durante aproximadamente 2 semanas
comenzando a los 2 dias tras la transfeccion, de esta manera se establecié una linea celular policlonal que
expresaba establemente. La linea celular establecida de esta manera se sometié a una sustitucion del medio el dia
antes de la medicién, y se sembré un numero determinado de células en una placa de 24 pocillos. A las 24 horas
tras colocar las células en la placa, se recolectd el sobrenadante, y se midi6 la actividad SEAP. La actividad de
SEAP en el sobrenadante del cultivo se midié usando el Ensayo Indicador de Fosfatasa Alcalina segregada pNPP
SensoLyte™ (ANASPEC).

Los resultados de la medicion se muestran en la Fig. 4. Cuando la actividad de SEAP del control sin elemento se
normalizaba a 1, el elemento de ADN A2 o A7 mostraba un efecto de aumento de la expresion tal que la actividad de
SEAP era mayor en dos veces o mas en el caso del uso del promotor EF-1a , y mayor en cuatro veces o mas en el
caso del uso del promotor SV40 que el del control. Basandose en los resultados, se confirmé que estos elementos
de ADN muestran el efecto de aumento de expresion de un gen exdgeno cuando se usa en combinacion con un
promotor general.

Ejemplo 4
Evaluacién usando la expresion de anticuerpo como indice
(4-1) Construccion de un vector pEF6KCL de expresion de cadena ligera humana

Utilizando el plasmido pEF6/V5-HisB (Invitrogen) como molde, se obtuvo un fragmento de ADN entre la posicion
2174 (inmediatamente cadena abajo de BGHpA) y la posicion 2958 (Smal) (un fragmento de ADN que contiene un
origen de replicacion f1 y un promotor y origen de SV40, de aqui en adelante denominado “fragmento A”, estando la
secuencia de polinucledtido del fragmento A representada por la SEC ID N°: 6 del listado de secuencias) por el
procedimiento PCR usando los siguientes cebadores y KOD-plus-.

5-CCACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGC-3’

5-AAACCCGGGAGCTTTTTGCAAAAGCCTAGG-3

El fragmento A obtenido y un fragmento de ADN que contenia una secuencia de ADN que codifica una sefal
secretora de cadena k humana, una regién constante de cadena k humana, y una sefial de adicion de poli(A)
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humana (de aqui en adelante denominado “fragmento B”) se unieron por PCR de solapamiento. El fragmento de
ADN que se obtuvo de esta manera en la que se ligaron el fragmento A y el fragmento B, se digiri6 con enzimas de
restriccion Kpnl y Smal, y el fragmento resultante se unié al plasmido pEF6/V5-HisB (Invitrogen) que se digirié con
las enzimas de restriccion Kpnl y Smal, por lo que se construyd un vector de expresion de cadena ligera humana
pEF6KCL que tiene una secuencia de sefial, un sitio de clonacion, una regién constante de cadena kK humana, y una
secuencia de sefial de adicion de poli(A) humana cadena abajo del promotor EF-1a .

El fragmento de ADN que se obtiene por escision del pEF6KCL obtenido por el procedimiento mencionado
anteriormente con las enzimas de restriccion Kpnl y Smal se unié al pEF1/myc-HisB (Invitrogen) que se digirié con
Kpnl y Smal, seguido de la transformacion por lisis alcalina, y su confirmacién de secuencia, por lo que se construyd
el plasmido pEF1KCL.

(4-2) Construccion del vector de expresion de cadena pesada humana pEF1FCCU

Un fragmento de ADN (la secuencia de polinucledtido de este fragmento de ADN esta representada por la SEC ID
N°: 7 en el listado de secuencias) que contenia una secuencia de ADN que codificaba una secuencia de sefial de
IgG1 humana y una secuencia de aminoacidos de una region constante se digirieron con las enzimas de restriccion
Nhel y Pmel, y el fragmento resultante se unié a un plasmido pEF1KCL que se digirié con Nhel y Pmel, por lo que se
construyé un vector de expresion de cadena pesada humana pEF1FCCU que tenia una secuencia de sefal, un sitio
de clonacion, una region constante de cadena pesada humana, y una secuencia de sefial de adicién de poli(A)
humana cadena abajo del promotor EF-1a .

(4-3) Construccion de un vector de expresion del gen X de anticuerpo humanizado sencillo (gen X de anticuerpo
humanizado/pEF_LHN#)

Uniendo el vector de expresion de cadena L o cadena H construido en (1-1) o (1-2), se construyd un vector de
expresion de anticuerpo humanizado sencillo (pEF_LHN (que carece de region variable).

Se afadié un sitio de enzima de restriccion Sall por el procedimiento de PCR a ambos extremos de la unidad de
expresion génica desde cadena arriba del promotor a cadena abajo del poli(A) del pEF1KCL. Se llevaron a cabo
entonces la electroforesis en gel, el recorte de un fragmento de ADN deseado del gel, y la purificaciéon del fragmento
de ADN, preparando de este modo la insercién. Digiriendo el pEF1FCCU construido en (1-2) con la enzima de
restriccion Sall, se linealizd el vector y el sitio de Sall localizado cadena arriba de la unidad de expresion génica.
Entonces, el vector linealizado se unié con la insercion anterior, seguido de transformacion, lisis alcalina, y
confirmaciéon de secuencias, construyendo de esta manera un vector de expresion de anticuerpo humanizado
sencillo (pEF_LHN (que carece de region variable)).

Posteriormente, se introdujeron los siguientes oligonucleétidos en un sitio Aatll del vector PEF_LHN (que carece de
region variable).

5-CGCGGCCGCACTAGTGACGT-3

5-CACTAGTGCGGCCGCGACGT-3

Los respectivos oligonucledtidos se diluyeron hasta 5 pmol, y usando la T4 polinucleétido cinasa (TAKARA), se
permitié que se produjera una reaccion a 37 °C durante 1 hora. Luego, se afiadio a esto 10 x de tampoén (TAKARA),
y se llevd a cabo la hibridacion a 96 °C durante 1 min a temperatura ambiente. Estos oligonucledtidos y el vector
pER_LHN que se habia digerido con la enzima de restriccion Aatll se unieron, seguido de transformacion, lisis
alcalina, y confirmacién de secuencia, construyéndose asi el pEF_LHN# (que carece de region variable).

Mediante la integracion de la region variable del gen X de anticuerpo humanizado en el vector universal construido
anteriormente (pEF_LHN# (que carece de regién variable)), se completé la construcciéon de un vector Unico de
expresion del gen X de anticuerpo humanizado (gen X de anticuerpo humanizado/pEF_LHN#).

En primer lugar, usando los siguientes cebadores y KOD-plus-, se amplifico una regién variable de cadena L del gen
X de anticuerpo humanizado por el procedimiento de PCR (94 °C durante 15 s, 55 °C durante 30 s, y 68 °C durante
1 min x 30 ciclos). Region variable de cadena L:

5-AAACATATGGCGACATCCAGATGAC-3

5-AAACGTACGCTTGATCTCCACCTTGG-3’

El fragmento de region variable de cadena L amplificado y el vector universal (pEF_LHN# (que carece de region
variable)) se digirieron con las enzimas de restriccion Ndel y BsiWI, seguido de electroforesis en gel de agarosa,
recorte de un fragmento deseado del gel, purificacion, reaccion de ligadura, transformacion, lisis alcalina, y
confirmacion de secuencia, por lo que se integro la region variable de cadena L en el vector. De la misma manera,
usando los siguientes cebadores y KOD-plus-, se amplificé la regidn variable de cadena H del gen X de anticuerpo
humanizado por el procedimiento PCR (94 °C durante 15 s, 55 °C durante 30 s, y 68 °C durante 1 min x 30 ciclos).
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Region variable de cadena H:

5-AAAGCTGAGCCAGGTGCAGCTGCAGG-3’
5-AAAGCTGAGCTCACGGTCACCAGGGTTC-3’

El fragmento de region variable de la cadena H y el vector que tenia insertada la regién variable de cadena L en él
se digirieron con la enzima de restriccion Blpl, seguido de electroforesis en gel de agarosa, recorte de un fragmento
deseado del gel, purificacion, reaccion de ligadura, transformacion, lisis alcalina, y confirmacion de secuencia, se
integro de esta manera la region variable de la cadena H en el vector y se construyé un vector de expresion del gen
X de anticuerpo humanizado sencillo (gen X de anticuerpo humanizado/pEF_LHN#).

(4-4) Construccion de un vector de expresion de un gen X de anticuerpo humanizado sencillo (gen X de anticuerpo
humanizado/pCMV_LHN#)

Utilizando el vector de expresion del gen X de anticuerpo humanizado sencillo (gen X de anticuerpo
humanizado/pEF_LHN#) construido en (4-3) como estructura basica de vector, se construyd otro vector de expresion
del gen X de anticuerpo humanizado sencillo (gen X de anticuerpo humanizado/pCMV_LHN#) sustituyendo el
promotor de acuerdo con el siguiente procedimiento.

Utilizando pIRES puro3 como molde, se amplificé un fragmento del promotor CMV por el procedimiento PCR (94 °C
durante 30 s y 68 °C durante 3 min x 40 ciclos) usando los siguientes cebadores y KOD-plus-.

Cadena arriba de cadena H:

5-CTTTTGCAAAAAGCTTCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCC-3’
5-TTCATGGTGGCGCTAGCCCGCAGATATCGATCCGAGCTCGGTA-3’

Cadena arriba de la cadena L:
5-TGACGTCGACAAGCTTCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCC-3’
5-CTGGATGTCGCCATATGCGCCGGAGATCCACAGCAGCAGGGAGATGAACACCTGG
GTCTGCAGCACCATGGTGGCGCTAGCCCGCAGATATCGATCCGAGCTCGGTA-3'

A la solucién de reaccion de PCR se le afadio la enzima de restriccion Dpnl, y se permiti6 que se produjera la
reaccion a 37 °C durante 1 hora, seguido de purificacién usando un kit Cleanup reaction miniElute (Qiagen), por lo
que se prepar6 una muestra para su uso en In-Fusion. Mientras tanto, se digiri6 el gen X de anticuerpo
humanizado/pEF-LHN# con las enzimas de restriccion Hindlll, Nhel, y Fsel, seguido de electroforesis en gel de
agarosa, separando de esta manera dos grandes fragmentos entre los fragmentos resultantes. Cada uno de los
fragmentos se recort6 del gel, y se extrajo el ADN del gel, preparando de esta manera una muestra para su uso en
el kit de clonacion PCR Advantage In-Fusion™ (TAKARA), seguido de la transformacion, lisis alcalina, y
confirmaciéon de secuencia, construyendo de esta manera un vector de expresion del gen X de un anticuerpo
humano sencillo (gen X de anticuerpo humanizado/pCMV_LHN#).

(4-5) Clonacion de un elemento de ADN A7

Se seleccioné A7 de entre los 5 tipos de elementos de ADN que se confirmé que tenian un efecto de aumento de la
expresion de SEAP, y se clondé en un vector de expresion de anticuerpo.

De la misma manera que en (2-2), usando cada uno de los vectores de expresion del gen X de anticuerpo
humanizado sencillo (gen X de anticuerpo humanizado/pEF_LHN# y gen X de anticuerpo humanizado/pCMV_LHN#)
digeridos con la enzima de restriccion Notl como molde, se prepard el ADN para la transformacién por el
procedimiento de PCR (94 °C durante 15 s, 55 °C durante 30 s, y 68 °C durante 11 min x 30 ciclos) que se llevo a
cabo usando los siguientes cebadores y KOD-plus-.

Gen X de anticuerpo humanizado/pEF_LHN# D:

5-CTCTTCCCATTCTCATTTGAATCTACTTCAAAAGGTTTACCATACTAAGACTCGA
GGCACTAGTGACGTCAGGTGGCACT-3'

Gen X de anticuerpo humanizado/pEF_LHN# R:

5-CTCTTCCCATTCTCATTTGAATCTACTTCAAAAGGTTTACCATACTAAGAGCACT
AGTGACGTCAGGTGGCACTTTTCGG-3'

Gen X de anticuerpo humanizado/pCMV_LHN# D:

Se uso el gen X de anticuerpo humanizado/pEF_LHN#D
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Gen X de anticuerpo humanizado/pCMV_LHN# R:
Se uso el gen X de anticuerpo humanizado/pEF_LHN# R.

Utilizando el ADN preparado anteriormente para la transformacion y el BAC transfectado con pRed/ET, se clono el
elemento de ADN A7 en los vectores de expresion del gen X de anticuerpo humanizado sencillo que se describen en
(4-3) y (4-4). La construccion del vector se muestra en la Fig. 5. De hecho, se llevo a cabo el procedimiento de
acuerdo con el procedimiento descrito en (2-2).

(4-6) Evaluacion usando la expresion de anticuerpo como indice

Cada plasmido que se construyé en (1-5) se evalué usando la célula hospedadora CHO-K1 (ATCC) y el reactivo de
transfeccion Lipofectamina 2000 (Invitrogen).

Se llevé a cabo la seleccion por antibiético con Geneticina (Roche) a 800 ug/ml durante aproximadamente 2
semanas comenzando 2 dias después de la transfeccion, estableciendo de esta manera una linea celular policlonal
que expresaba establemente. La linea celular establecida de esta manera se sometié a sustitucion del medio el dia
antes de la medicién, y se sembré un numero determinado de células en una placa de 24 pocillos. A las 24 horas
tras la colocacion en placas de las células, se recolectd el sobrenadante del cultivo, y se midi6 el nivel de expresion
del anticuerpo en el sobrenadante del cultivo por el procedimiento ELISA. De hecho, el ELISA se llevé a cabo de la
siguiente manera. Se afadieron 100 pl del sobrenadante del cultivo libre de células a cada pocillo de una placa de
96 pocillos revestidos con un anti-cadena ligera kappa a 50 ng/pocillo, y se incubd la placa a 37 °C durante 1 hora.
Posteriormente, se retird la muestra (sobrenadante del cultivo), y cada pocillo se lavd con 200 pl de PBS-Tween
(0,05 %). Luego, se afiadieron 100 pl de IgG (Fc) anti-humano marcada con HRP a cada pocillo y la placa se incubd
a 37 °C durante 1 hora adicional. A continuacion, se retiré la IgG (Fc) anti-humana marcada con HRP, y se lavo cada
pocillo con PBS-Tween (0,05 %). Luego se reveld el color usando un kit ABTS (Nacalai) de sustrato POD, y se midio
la absorbancia a una longitud de onda determinada de 405 nm. Para la dilucidon de la anti-cadena ligera kappa, la
IgG (Fc) anti-humano y la muestra, se us6é PBS-Tween (0,05 %). Utilizando la IgG humana diluida en serie a 12 ng, 6
ng, 3 ng, 0,75 ng, 0,375 ng, y 0,1875 ng como referencia, se calculé la concentracion de la muestra.

Los resultados se muestran en la Fig. 6. Se confirmé que la muestra que tenia el elemento de ADN A7 tenia un
efecto mayor de aumento de produccion de anticuerpo en comparacion con un control sin elemento cuando se
usaba el promotor EF-1a o el promotor CMV en el vector de expresién de anticuerpo.

Ejemplo 5
Longitud de la secuencia que muestra actividad de aumento de expresion de un gen exdégeno
(5-1) Clonacion de elementos de ADN que tienen diferentes longitudes de secuencia

Basandose en la longitud de secuencia que se usa en el ejemplo 2, se construyeron vectores que contenian cada
uno de los elementos de ADN pero tenian diferentes longitudes de secuencia.

Los detalles de los elementos de ADN que tenian diferentes longitudes de secuencia que fueron disefiados
basandose en la longitud completa de cada elemento de ADN A2, A7, A18, B5 y C14 se muestran en las Figs. 7, 9,
11, 13, 15, 18 y 19 respectivamente. El pPCMV/SEAP ires Hygro descrito en (2-1) se digirid6 con la enzima de
restriccion Spel durante varias horas, seguido de precipitacion en etanol, y se disolvio el precipitado en agua estéril.
Utilizando el vector digerido con Spel como molde, se preparé el ADN para la transformacion por el procedimiento
PCR (94 °C durante 15 s, 55 °C durante 30 s, y 68 °C durante 10 min x 30 ciclos) usando los siguientes cebadores y
KOD-plus-. Utilizando el ADN preparado de esta manera para la transformacion y el correspondiente BAC
transfectado con pRed/ET, cada elemento de ADN que tenia una diferente longitud de secuencia se cloné en el
pCMV/SEAP ires Hygro descrito en (2-1). La construccion del vector se muestra en la Fig. 2. De hecho, el
procedimiento se llevo a cabo de acuerdo con el procedimiento descrito en (2-2).

A2-1D:

5-CATGCACAGATTAGCCATTTAGTACTTACTAAATCAAACTCAATTTCTGAAGTCT
AGTTATTAATAGTAATCAATTACG-3'

A2-1R:

5-CTCATTCTGTGGGTTGTCATTTCACTTCCTTGATGCTATCCTTTCAAGCAAAATT
CAATAATCAATGTCAACGCGTATAT-3'

A2-2D:

5-ACACTGGTCAAAGGGACAGGTCATTGTTATGCTGGCAATGCAGGCTGCTGAAAAC
TAGTTATTAATAGTAATCAATTACG-3'
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A2-2R:

5-ACTGTAGCTTCTTATTTTTTACCTGCAGTGCATTCCTGTAAAAGTAGTGTGGAGT
CAATAATCAATGTCAACGCGTATAT-3'

A2-3D:

5-CTGGAAATTGAGAAGTATCATTCACAACAGTACCACAAACATGAAATAAATGTGC
TAGTTATTAATAGTAATCAATTACG-3'

A2-3R:

5-CCAAGCTTGTCCAACCGCGGCCTGCAGGCTGCATGCAGCCTGTGAAGGCTTTGAT
CAATAATCAATGTCAACGCGTATAT-3'

A2-4D:

5-TCAATCATTTATCAATTTTATCTTCAAAGTCCCTCACTTCAGGGAGATGATATAC
TAGTTATTAATAGTAATCAATTACG-3'

A2-4R:

5-ATATATAAAAGTTCATGTATATATAAAATCATGCAATACACGGCCTTTTGTGACT
CAATAATCAATGTCAACGCGTATAT-3'

A2-5D:

5'-CGCATAAAAGGAAAAGCATCCTTAAAATAAACACCATCAATGGCTCCTCGGTGGC
TAGTTATTAATAGTAATCAATTACG-3'

A2-5R:
Se us6 A2-4R.

A2-6D:

5' -GGGAGGCTACAGCTTGCCTCTCTAACCACTAAAAGGCATGACCCTCCTCAAAGCT
AGTTATTAATAGTAATCAATTACG-3'

A2-6R:
Se us6 A2-4R.

A2-7D:

5-TCTGGCTTCCCTGGGCCACGCTGGAAGAAGAATTGTCTTGCGCCACACATAAAAC
TAGTTATTAATAGTAATCAATTACG-3'

A2-TR:

5-AGCTGATTTTTACGTTAAATGTAACATGTAAAGAAATATATGTGTGTTTTTAGAT
CAATAATCAATGTCAACGCGTATAT-3'

A2-8D:

5-GTGAAGAGGAGGAGATGTCAAAATTCAAAGTCTTAAATGATGTAGTTTTAAGTAC
TAGTTATTAATAGTAATCAATTACG-3'

A2-8R:

5-ATGACACTTGATATTGTTGTTTATATTGCTGGTTAGTATGTGCCTTCATTTACCT
CAATAATCAATGTCAACGCGTATAT-3'

A2-9D:

Se us6 A2-6D.
A2-9R:

Se us6 A2R.
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A2-10D:

Se us6 A2-2D.

A2-10R:

Se us6 A2-7R.

A2-11D:

Se us6 A2-8D.

A2-11R:

Se us6 A2-2R.

A2-12D:

Se us6 A2-2D.

A2-12R:

Se us6 A2-4R.

A2-13D:

Se us6 A2-8D.

A2-13R:

Se us6 A2-7R.

A2-14D:
Se us6 A2D.
A2-14R:

Se us6 A2-2R.

A2-15D:

Se us6 A2-2D.

A2-15R:
Se us6 A2R.
A2-16D:

Se us6 A2-8D.

A2-16R:

Se us6 A2-4R.

A2-17D:
Se us6 A2D.
A2-17R:

Se us6 A2-7R.

A7-1D:

5-AAAAACAAAACTGGAGTAAACAAGATGAATTGTTTTAATAGAGGCACTGTATTAC

ES 2 565428 T3

TAGTTATTAATAGTAATCAATTACG-3'

A7-1R:

5-ATACAATGTTCCATGTATTCTGTGCCTGAACCTATGCAGCTGATGTAGCTGAAGT

CAATAATCAATGTCAACGCGTATAT-3'
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AT7-2D:

5-GATCTTATTTTCTAAGTAGTATAGACTTAATTGTGAGAACAAAATAAAAACTTGC
TAGTTATTAATAGTAATCAATTACG-3'

AT-2R:

5-TGTTGTTTTCAGCCACTAAGTTTGAGGTGATTTGTTCTGGCAGTCCTAGGAAACT
CAATAATCAATGTCAACGCGTATAT-3'

A7-3D:
Se us6 A7-2D.
A7-3R:

5-AGCCTACACTACCCTTTGCAGCCTTTGGTAACTATCCTTCTGCTGTCTACCTCCT
CAATAATCAATGTCAACGCGTATAT-3'

AT7-4D:

5-AGGAGCTCCTGAATGAAGGACATCACTCAGCTGTGTTAAGTATCTGGAACAATAC
TAGTTATTAATAGTAATCAATTACG-3'

AT-4R:

5-GACATAAAATGTAAGATATGATATGCTATGTAAGATATGATACCTGCCTTAAAAT
CAATAATCAATGTCAACGCGTATAT-3'

A7-5D:

5-CACTGCTTGATACTTACTGTGGACTTTGAAAATTATGAATGTGTGTGTGTGTGTC
TAGTTATTAATAGTAATCAATTACG-3'

AT7-5R:

5-CAATTACATTCCAGTGATCTGCTACTTAGAATGCATGACTGAACTCCTGGGTGGT
CAATAATCAATGTCAACGCGTATAT-3'

A7-6D:

5-TTATTTTGAAGAGAAACTCCTGGTTCCCACTTAAAATCCTTTCTTGTTTCCAAGC
TAGTTATTAATAGTAATCAATTACG-3'

AT7-6R:

5-AAGCAGTGTGTGTTTACCTGCATGTGTATGTGAATTAACTCTGTTCCTGAGGCAT
CAATAATCAATGTCAACGCGTATAT-3'

AT7-7D:

5-ATTGCATGTTCTCATTTATTTGTGGGATGTAAAAATCAAAACAATAGAACGTATC
TAGTTATTAATAGTAATCAATTACG-3'

AT-TR:

5-TTGGGAGGCCGCAGCTGGTAGATCACTTGAGGCCACGAATTTGACACCAGCAGGT
CAATAATCAATGTCAACGCGTATAT-3'

A7-8D:

Se us6 A7-1D.
A7-8R:

Se us6 A7R.
A7-9D:

Se us6 A7-7D.
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AT7-9R:

A7-5R Se usb.

A7-10D:

Se us6 A7-4D.

A7-10R:

Se us6 A7-7R.

A7-11D:

Se us6 A7-6D.

A7-11R:

Se us6 A7-4R.

A7-12D:

Se us6 A7-2D.

A7-12R:

Se us6 A7-6R.

A7-13D:

Se us6 A7-7D.

A7-13R:
Se us6 A7R.
A7-14D:

Se us6 A7-4D.

A7-14R:

Se us6 A7-5R.

A7-15D:

Se us6 A7-6D.

A7-15R:

Se us6 A7-7R.

A7-16D:

Se us6 A7-2D.

A7-16R:

Se us6 A7-4R.

A7-17D:

Se us6 A7-4D.

A7-17R:
Se us6 A7R.
A7-18D:

Se us6 A7-6D.
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A7-18R
Se us6 A7-5R.
A18-1:

5-ATCCCCTGCTCTGCTAAAAAAGAATGGATGTTGACTCTCAGGCCCTAGTTCTTGA
TCCTATTAATAGTAATCAATTACG-3'

A18-1R:
Se us6 A18R.
A18-2D:

5-CTAAAGTGCTGGGATTACAGGCATAAGCCACCGTGCCCGGCTGGAGCATTGGGAT
CCTATTAATAGTAATCAATTACG-3'

A18-2R:

5-ACTACTTACACATTTCGAGTTTTAAATAAGGCGTTCAATATAGAGTGAACACCTA
GTCAATAATCAATGTCAACG-3'

A18-3D:

5-CAGGCATAAGCCACCGCACCCGGCCACCCCTTACTAATTTTTAGTAACGTCGATC
CTATTAATAGTAATCAATTACG-3'

A18-3R:

5-CTGATTGACTTTGACCTCTGCTTTCCAACTTTGCCCCAAAGAAAGTTAGTCACCT
AGTCAATAATCAATGTCAACG-3'

A18-4D:
A18-3D Se usb.
A18-4R:

5-TTCAATGAAACAAGCTCTGTGAGGCTCATTTGTACCCATTTTGTTCAGTACTGCC
TAGTCAATAATCAATGTCAACG-3'

B5-1D:

5-ACATACCCAGAGACACTGAGAGAGACAGACAGACAGTAAACAGAGGAGCACGATC
CTATTAATAGTAATCAATTACG-3'

B5-1R:
B5R Se usb.
B5-2D:

5' -GCTCAATTGTATCTTATGAAAACAATTTTTCAAAATAAAACAAGAGATATGATCC
TATTAATAGTAATCAATTACG-3'

B5-2R:
Se us6 B5R.
B5-3D:

5-CCTGTGCTGAATACCGTCTGCATATGTATAGGAAAGGGTTAACTCAGCAGGGATC
CTATTAATAGTAATCAATTACG-3'

B5-3R:

5 -TATGTGAATGGAAATAAAATAATCAAGCTTGTTAGAATTGTGTTCATAATGACCC
TAGTCAATAATCAATGTCAACG-3'
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B5-4D:

Se us6 B5D.
B5-4R:

5-GAAAGTCTACAATTTTTTCAGTTTAAAATGGTATTTATTTGTAACATGTACCCTA
GTCAATAATCAATGTCAACG-3'

B5-5D:

Se us6 B5-1D.
B5-5R:

5-CAAAGATGAAGGATGAGAGTGACTTCTGCCTTCATTATGTTATGTGTTCATATCC
TAGTCAATAATCAATGTCAACG-3'

B5-6D:

5-CAGTGAATTATTCACTTTGTCTTAGTTAAGTAAAAATAAAATCTGACTGTGATCC
TATTAATAGTAATCAATTACG-3'

B5-6R:

5-GAACAGACAGGTGAATGAGCACAGAGGTCATTTGTAAACCGTTTGTGGTTAGCCT
AGTCAATAATCAATGTCAACG-3'

C14-1D:

5-CTTTTTGGCTTCTGTGTTTAAGTTATTTTTCCCCTAGGCCCACAAACAGAGTCGA
TCCTATTAATAGTAATCAATTACG-3'

C14-1R:

5-AACCTTGGAAAAATTCTGTTGTGTTTAGAAGCATGTACCAATCTATCACTCCTAG
TCAATAATCAATGTCAACG-3'

C14-2D:

5-CTATTCACTGTCTGTAGGATGAAAAAGTTAATAACACCCTGAGAGGTTTCGATCC
TATTAATAGTAATCAATTACG-3'

C14-2R:

5-CCTTAGATTAGTTTATTGTATTTTTTATCAGCTACTATAAGGTTTACACACCCTA
GTCAATAATCAATGTCAACG-3'

C14-3D:

5-CAAGACCCTCAAAATTCAAAAATTTCCTTTATCTTGCTGTAGCACCTCCTGCGAT
CCTATTAATAGTAATCAATTACG-3'

C14-3R:

5-GGAGGGGATAGGAAGGGGATGAGGCCTAACAGGTTGATGATCTAGGCTTTACCTA
GTCAATAATCAATGTCAACG-3'

C14-4D:

5-CTCAAAAAGGAGATAATTCCAGCCCCTCGCCTTAAAGAATCCCTATCAAGTGATC
CTATTAATAGTAATCAATTACG-3'

C14-4R:
C14-1R Se usb.
C14-5D:

5-CGCTTGAACCTGGGAGGCAGAGGTTGCAGTGAGCCGAGATCACGCCGTTGGATCC
TATTAATAGTAATCAATTACG-3'
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C14-5R:

Se us6 C14-1R.

C14-6D:

Se us6 C14-4D.

C14-6R:

5-TTAACTTTTTCATCCTACAGACAGTGAATAGTAAAGCTTTCTGTGAAGACATACC
CTAGTCAATAATCAATGTCAACG-3'

C14-7D:

Se us6 C14-2D.

C14-7TR:

Se us6 C14-1R.

C14-8D:

Se us6 C14-3D.

C14-8R:

5-AAATTATTTCCTGGTGGGCAATATTAGAATATGGGGAATGTTTGCTTCTGAGCCT
AGTCAATAATCAATGTCAACG-3'

C14-9D:

Se us6 C14-4D.

C14-9R:

Se us6 C14-3R.

C14-10D:

Se us6 C14-2D.

C14-10R:
Se us6 C14R.
C14-11D:

Se us6 C14-3D.

C14-11R:

Se us6 C14-2R.

C14-12D:

Se us6 C14-4D.

C14-12R:

Se us6 C14-8R.

C14-13D:

Se us6 C14-3D.

C14-13R:

Se us6 C14-1R.

C14-14D:

ES 2 565428 T3
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Se us6 C14-4D.
C14-14R:
Se us6 C14-2R.

En cuanto a las secuencias de polinucledtidos de los respectivos fragmentos de A2, A2-1 se corresponde con la
secuencia de polinucleétido de los nucleétidos 1 a 3000 de la SEC ID N° 1 en el listado de secuencias; A2-2 se
corresponde con la secuencia de polinucledtido de los nucleétidos 2801 a 5800 de la SEC ID N°: 1 en el listado de
secuencias; A2-3 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de los nucleétidos 5401 a 8450 de la SEC ID
N°: 1 en el listado de secuencias; A2-4 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de los nucleétidos 701 a
2700 de la SEC ID N°: 1 en el listado de secuencias; A2-5 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de los
nucledtidos 701 a 2200 de la SEC ID N°: 1 en el listado de secuencias; A2-6 se corresponde con la secuencia de
polinucleétido de los nucledtidos 701 a 3700 de la SEC ID N°: 1 en el listado de secuencias; A2-7 se corresponde
con la secuencia de polinucleétido de los nucledtidos 2001 a 5000 de la SEC ID N°: 1 en el listado de secuencias;
A2-8 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de los nucleétidos 4001 a 7000 de la SEC ID N°: 1 en el
listado de secuencias; A2-9 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de los nucledtidos 1 a 3700 de la
SEC ID N° 1 en el listado de secuencias; A2-10 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de los
nucledtidos 2001 a 5800 de la SEC ID N°: 1 en el listado de secuencias; A2-11 se corresponde con la secuencia de
polinucleétido de los nucleétidos 2801 a 7000 de la SEC ID N°: 1 en el listado de secuencias; A2-12 se corresponde
con la secuencia de polinucleétido de los nucledétidos 701 a 5800 de la SEC ID N°: 1 en el listado de secuencias; A2-
13 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de los nucleétidos 2001 a 7000 de la SEC ID N° 1 en el
listado de secuencias; A2-14 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de los nucleétidos 2801 a 8450 de
la SEC ID N° 1 en el listado de secuencias; A2-15 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de los
nucledtidos 1 a 5800 de la SEC ID N° 1 en el listado de secuencias; A2-16 se corresponde con la secuencia de
polinucleétido de los nucledtidos 701 a 7000 de la SEC ID N°: 1 en el listado de secuencias; y A2-17 se corresponde
con la secuencia de polinucleétido de los nucleétidos 2001 a 8450 de la SEC ID N°: 1 en el listado de secuencias.

En cuanto a las secuencias de polinucleotidos de los respectivos fragmentos de A7, A7-1 se corresponde con la
secuencia de polinucledtido de los nucleétidos 601 a 3600 de la SEC ID N° 2 en el listado de secuencias; A7-2 se
corresponde con la secuencia de polinucleétido de los nucleétidos 3601 a 8420 de la SEC ID N°: 2 en el listado de
secuencias; A7-3 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de los nucleétidos 5401 a 8420 de la SEC ID
N°: 2 en el listado de secuencias; A7-4 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de los nucleétidos 3401 a
6400 de la SEC ID N°: 2 en el listado de secuencias; A7-5 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de los
nucledtidos 1501 a 4500 de la SEC ID N° 2 en el listado de secuencias; A7-6 se corresponde con la secuencia de
polinucleétido de los nucleétidos 4401 a 7400 de la SEC ID N°: 2 en el listado de secuencias; A7-7 se corresponde
con la secuencia de polinucleétido de los nucledtidos 2401 a 5400 de la SEC ID N°: 2 en el listado de secuencias;
A7-8 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de los nucleétidos 1 a 3600 de la SEC ID N°: 2 en el listado
de secuencias; A7-9 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de los nucleétidos 1501 a 5400 de la SEC ID
N°: 2 en el listado de secuencias; A7-10 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de los nucleétidos 2401
a 6400 de la SEC ID N°; 2 en el listado de secuencias; A7-11 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de
los nucledtidos 3401 a 7400 de la SEC ID N°: 2 en el listado de secuencias; A7-12 se corresponde con la secuencia
de polinucledtido de los nucledtidos 4401 a 8420 de la SEC ID N° 2 en el listado de secuencias; A7-13 se
corresponde con la secuencia de polinucleédtido de los nucleétidos 1 a 5400 de la SEC ID N°: 2 en el listado de
secuencias; A7-14 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de los nucleétidos 1501 a 6400 de la SEC ID
N°: 2 en el listado de secuencias; A7-15 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de los nucleétidos 2401
a 7400 de la SEC ID N°; 2 en el listado de secuencias; A7-16 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de
los nucledtidos 3401 a 8420 de la SEC ID N°: 2 en el listado de secuencias; A7-17 se corresponde con la secuencia
de polinucleodtido de los nucleétidos 1 a 6400 de la SEC ID N°: 2 en el listado de secuencias; y A7-18 se corresponde
con la secuencia de polinucleétido de los nucleétidos 1501 a 7400 de la SEC ID N°: 2 en el listado de secuencias.

En cuanto a las secuencias de polinucleétidos de los respectivos fragmentos de A18, A18-1 se corresponde con la
secuencia de polinucleétido de los nucledtidos 1 a 5040 de la SEC ID N° 3 en el listado de secuencias; A18-2 se
corresponde con la secuencia de polinucleétido de los nucleétidos 1001 a 6002 de la SEC ID N°: 3 en el listado de
secuencias; A18-3 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de los nucleétidos 2001 a 7000 de la SEC ID
N°: 3 en el listado de secuencias; y A18-4 se corresponde con la secuencia de polinucledtido de los nucleétidos 3000
a 7000 de la SEC ID N°: 3 en el listado de secuencias.

En cuanto a las secuencias de polinucledtidos de los respectivos fragmentos de B5, B5-1 se corresponde con la
secuencia de polinucleétido de los nucleétidos 1 a 4001 de la SEC ID N° 4 en el listado de secuencias; B5-2 se
corresponde con la secuencia de polinucleédtido de los nucleétidos 1 a 3200 de la SEC ID N° 4 en el listado de
secuencias; B5-3 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de los nucleétidos 2491 a 5601 de la SEC ID
N°: 4 en el listado de secuencias; B5-4 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de los nucleétidos 5373 a
8401 de la SEC ID N°: 4 en el listado de secuencias; B5-5 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de los
nucleotidos 901 a 4001 de la SEC ID N°: 4 en el listado de secuencias; y B5-6 se corresponde con la secuencia de
polinucleétido de los nucledtidos 4001 a 7000 de la SEC ID N°: 4 en el listado de secuencias.
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En cuanto a las secuencias de polinucleétidos de los respectivos fragmentos de C14, C14-1 se corresponde con la
secuencia de polinucleétido de los nucledtidos 960 a 4015 de la SEC ID N°: 5 en el listado de secuencias; C14-2 se
corresponde con la secuencia de polinucleétido de los nucleétidos 1987 a 5014 de la SEC ID N°: 5 en el listado de
secuencias; C14-3 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de los nucledtidos 4020 a 7119 de la SEC ID
N°: 5 en el listado de secuencias; C14-4 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de los nucledtidos 960 a
8141 de la SEC ID N°: 5 en el listado de secuencias; C14-5 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de los
nucledtidos 960 a 6011 de la SEC ID N° 5 en el listado de secuencias; C14-6 se corresponde con la secuencia de
polinucleétido de los nucledtidos 4939 a 8141 de la SEC ID N°: 5 en el listado de secuencias; C14-7 se corresponde
con la secuencia de polinucleétido de los nucleétidos 960 a 5014 de la SEC ID N° 5 en el listado de secuencias;
C14-8 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de los nucleétidos 2994 a 7119 de la SEC ID N° 5 en el
listado de secuencias; C14-9 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de los nucleétidos 4020 a 8141 de
la SEC ID N° 5 en el listado de secuencias; C14-10 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de los
nucledtidos 1 a 5014 de la SEC ID N° 5 en el listado de secuencias; C14-11 se corresponde con la secuencia de
polinucleétido de los nucledtidos 1987 a 7119 de la SEC ID N° 5 en el listado de secuencias; C14-12 se
corresponde con la secuencia de polinucleétido de los nucleétidos 2994 a 8141 de la SEC ID N°: 5 en el listado de
secuencias; C14-13 se corresponde con la secuencia de polinucleétido de los nucleétidos 960 a 7119 de la SEC ID
N°: 5 en el listado de secuencias; y C14-14 se corresponde con la secuencia de polinucledtido de los nucledtidos
1987 a 8141 de la SEC ID N°: 5 en el listado de secuencias.

Los puntos de inicio y final de los respectivos fragmentos de la secuencia de longitud completa se muestran también
en las Figs. 18 y 19.

(5-2) Evaluacion de los elementos de ADN que tienen diferentes longitudes de secuencia

Cada plasmido construido en (5-1) se evalué usando la célula hospedadora CHO-K1 (ATCC) y el reactivo de
transfeccion Lipofectamina 2000 (Invitrogen).

De la misma manera que en (2-3), se llevd a cabo una seleccién por antibiético con higromicina tras la transfeccion,
estableciendo de esta manera una linea celular policlonal que expresaba establemente. La linea celular establecida
de esta manera se sometid a sustitucion del medio el dia antes de la medicion, y se sembré un numero determinado
de células en una placa de 24 pocillos. A las 24 horas tras la colocacién en placa de las células, se recolect6 el
sobrenadante del cultivo y se midi6 la actividad de SEAP.

Los resultados de la medicidon se muestran en las Fig. 8, 10, 12, 14 y 16. Se confirmé que no solo el elemento de
ADN de longitud completa, sino también los clones que tenian una longitud de secuencia mas corta que el de
longitud completa tenian un efecto de aumento de la expresion. Basandose en los resultados, se confirmé que los
elementos de ADN A2, A7, A18, B5, y C14 tienen una actividad de aumento de la expresion de un gen exdégeno
incluso en los casos en los que tienen una longitud de secuencia mas corta que el de longitud completa. Sin
embargo, muestran el mayor efecto cuando la longitud de secuencia es la longitud completa.

Ejemplo 6
Efecto del uso de células hospedadoras distintas a la linea celular CHO

Se us6 una linea celular CHO como la linea celular en la evaluacion de los Ejemplos 2 a 5. Sin embargo, en el
ejemplo 6 se selecciond una linea celular HEK293 como una linea celular distinta a la linea celular CHO. La linea
celular HEK293 se sometié a cultivo estatico a 37 °C en presencia de un 5 % de CO, usando un medio DMEM
(Invitrogen) que contenia un 10 % de FCS, y se sembrd un numero determinado de células en una placa de 6
pocillos el dia antes de la transfeccién. Con el fin de evaluar el vector de expresiéon de SEAP que contenia cada uno
de los elementos de ADN que se construyeron en (3-2), se llevd a cabo la transfecciéon usando cada plasmido y el
reactivo de transfeccion Lipofectamina 2000 (Invitrogen). Se llevd a cabo la seleccién por antibidtico con higromicina
durante aproximadamente 2 semanas comenzando 2 dias tras la transfeccion, estableciendo una linea celular
policlonal que expresaba establemente. La linea celular establecida de esta manera se sometié a sustitucion del
medio el dia antes de la medicion y se sembrd un nimero determinado de células en placas de 24 pocillos. A las 24
horas tras la colocacién de las células en placas, se recolecto el sobrenadante del cultivo, y se midi6 la actividad de
SEAP. La actividad de SEAP en el sobrenadante del cultivo se midid usando el Ensayo Indicador de Fosfatasa
Alcalina Segregada pNPP SensoLyte™ (ANASPEC).

Los resultados de la medicidon se muestran en la Fig. 17. De la misma manera que en el ejemplo 3, se confirmé que
cada elemento era también altamente eficaz en el aumento de la expresion de un gen exdgeno (SEAP) en la linea
celular HEK293.

Aplicabilidad industrial

Al introducir un vector de expresion de un gen exégeno usando el elemento de ADN de acuerdo con la invencién en
células hospedadoras de mamifero, es posible mejorar la productividad de un gen exdgeno de una proteina
terapéutica, de un anticuerpo o similares.
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aatctacaaa
cagcatataa

gtatcattca
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acattaaaat
aatagcaaat
agatateatt
ctagacactt
agaatacatt
ctanaggaag
ctaaacctat
aaaggaaaat
gagaaaatee
ttcactegee
acaggttgce
aaatgateta
gttgaaagea
ttgtattett
gttttetect
taatacaact
tcttateate
taatataaac
tataccagca
tttgaaattc
cagaaactea
cacttecace
gitttatctac
tgcaaagige
aatgaatese
catccagtca
aataagccaa
agcattttee
gccaacatge
gececcteta
geagagette
aactccetct
aactgeectt
aaagcttcta
cataaaatca

caacagtacc

agttttcaca
gagggagatg
taccccaaaa
aaacctecca
aacttatttt
gagcatatta
tgaaagacca
taaagaaaca
tacttcttce
ctgcttteat
tagtatttea
gttttaagta
atcagaaatt
cccacatttt
gtataagaga
atctcaatget
ttgctgatta
aatcatcagt
cteggtetec
atgctactae
ggcatgaagt
aacctatatg
ctaaattaaa
taaatatttt
teteectete
gcaagetata
agaaactgte
BaggCcceags
teaaacccta
atgccaacta
cagceagcct
caaaaaaaaa
atttgccagt
gtactaaaaa
cettectata

acaaacatga

35

tagtagcaaa
ccctettaaa
ataaaaaagc
cattgagaac
tatacattta
caggaageca
agaacaactg
caccgtgece
tcacccagta
gtaacacags
aagactgtga
tettcageaa
tgageggtst
ccactttatt
gacacattca
ataaattaac
gagaagcaaa
cttttcttca
aaagtttaca
aaagaagtat
tatatgacte
cctgagcaaa
attggtetee
aggetcteta
ttccaataaa
atgtaccaac
tectettage
cgeggagatc
tttctactaa
ctegegagec
agatcacgce
aaaggaaata
gacattactg
tgagtttage
tactagcaat
aataaatete

ttccatatag
catggtgcts
aagtaataga
tcageettct
aacaaacaaa
atttttegte
aaagtctttg
atccaatgat
gccagtgaaa
gacaacacat
agaggaggag
ttteaccact
gaaataagca
ttatactgct
ctttatetca
attcteccee
agtteccect
tagagtecag
aagattagca
gtaaaaacte
tgteagtest
ttaatgcaaa
acagcagtag
getcatateg
acttcattta
ccceggteta
CCEEAALCEE
accteagetc
aaatacaaaa
tgaagcacega
attgcactce
aaagtataca
tctatacaca
aaggttgtag
caccaactee

6360
6420
6480
6540
6600
6660
§720
6780
6840
6%00
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500

7560

7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
3400
8450
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<213> Homo sapiens

<400> 2

36



tcttagtate
gagaagcaac
gttgatagtt
acatgtttec
agtctaattg
ggagcatgta
atggectest
cccagteaaa
aagttcaegea
gatacatttc
cttcagctac
agggccteea
tettteteee
gtataaagea
cactagaggc
aaagtataga
gtagctgaag
gaaggttage
tatttttctt
gcttcttaaa
cctectecte
ccctatgtee
caactattte
atgeteccte
accctgtett
ccacccagga
gagttcattt
tectttcecag
tcttaatgat
catgettatt
aatgtgatce
ccctaatece
cctctezeet
gtgcatactt
aatgatcaaa
tecgaagaag
tetgacgate

gtaaaccttt
ataagaaatc
ggaaattatt
actattgtae
ctgaagigaa
cagcteaagt
cgateteste
taggaagcca
aaagtaatag
caattaagea
atcagecteca
ttttacaaaa
agagattgta
atgageaaaa
aattagctea
agggtacaat
tagaatgaaa
aaacaaatta
tcagcatata
taageectec
agatctatte
tagcaaattt
aatggaaaat
ccagttctae
caaagtactt
gttcagtcat
tactcttcte
acttacaaag
tettetttca
atgagcaagg
ctgcagtccea
ttegctagec
ggteactena
atagegtaca
ttgaggtaat
caggaatttt
gatttacata
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tgaagtagat
tettttaage
ttaaagaaaa
gaataatcaa
agagaatgaa
aagaacagga
gtgaaaagac
gettcataaa
gtetaaaaat
tgaagaattt
tagettcaze
gtaacacaat
aaatattage
gtgtaaatac
aaatgtaget
tatccatcat
gtagaateza
taaaccactt
tttettzgegaa
agcactgeat
geatctacag
ccaactcaga
acaattctct
gegtggrgeaa
tcaaagtcte
gcattctaag
ttctteetca
catgttctct
caagagtctt
gtctergact
agagcttect
cagaacagaa
agtagaattt
atcteatatt
ttatccacca
tagcagacaa
acttettatt

tcaaatgaga
aattttatat
tegettattt
gtteagacag
tgagaccctg
agaaagagac
atgcgagtta
ccaaaatgaa
atgtaaagta
aaagteagec
cacagaatac
gaagaagaga
taagtaagaa
agtgseetca
gattattget
gaaaagttct
cctttecata
gagagaacat
tgccaactat
aatcctgcca
gatgtetttt
aaaccacatt
gatttcttce
ctcaatacaa
gcagaaaaaa
tagcagatca
catgttacce
tgaattcett
tcactcttac
taggegeaaaa
gtgaaaaagg
tattgtctaa
aaacaaaaat
tcgatatgte
cctteaagag
ctgagatgct
tttttigtat

37

atgggaagag agaaaagega
agagagaaac agaggaatca
taaagaaaaa aggtattaca
aaaattattt tttaageaag
tgcataagte tgatcagata
aataaacatg tacagatage
ttactgatta cttctatttc
gagragerag geagtattey
gaattaccag gragtatgaa
cagecaatac coctgcttig
ategaacatt gtatttaaat
gatgcaaggc tattteames
gEggactgca aattttagte
aagaatgttt ggagccaage
gagtgacatg gtitaaatza
agggtacaac taagatctga
tccagecage ttcagtgaca
atcccctaag ttgtttttac
gttcagttca attaatatze
tttattttea tacattccat
gagaagatge geattcacat
aggcttetet atatatette
tatgatattt atcaaagaga
atcaccaacc tttagategac
agtacccagt gectataaga
ctggaateta attgectaet
cccitatace ctzcacgtte
ctetttttaa attcacacag
aattcagttc aagtcatcca
gegaataaaa agatgaatga
aagtttggct tacattgect
aacctectea ceteageagt
ataattgaca cataataatt
tttaaatgee tgcattgtat
agatttttca atattctcat
tcttgttcac actaagtcat
gtetgttttt gagacagagt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660

720

780

840

500

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220



cttactttet
ctecozegtt
tecaactage
cctgctegts
gegattacag
tttagtaagt
catgtatcat
atttttatag
tctgcatttt
tecagagatct
tagtataata
tegeatgaca
tacttagtaa
tattteteta
ttctteacaa
agaagecttl
cagatetttt
ttttaatetc
atcatcicte
catcarecac
cttacatage
tatatgacag
ccaaaaaaaa
gtttcctagz
tattgtctca
ctictearee
gagggatage
agaagageEe
agtaacatgt
gtacgacaga
tttecetaat
azactgttec
teatttctat
ttagttagea
aacactaaga
gaagtacage
ccattgrage
aacacacact

gtgtgtacat

cgactaggct
caaacgattc
cctzgctaat
tcaaatteat
gtgtgagaca
gctaaggaat
gttactactt
ccittetaat
agggaataat
catttcaaat
ataagtataa
acagectacg
gcaatttaaa
tgctecagse
ggaaatattc
ccagatcate
tetectectt
CCeLecacee
tectcaccet
tcaatazaaa
atatcatatc
ataaggtcat
acaaaactgg
actgccagaa
cagttataga
ctEtegaaga
acttcaactt
tatettgaat
ttccagctet
atgaaaaata
atgttattes
aattgaaaga
ccaatggeag
gagclgoatt
tagagagaga
tactcagata
gaaataaaac
gcttgatact
tcageectee
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gaagtecast
tectgectea
ttttatattt
ggcctcaagt
ccaagecteg
cctacttece
tecaracatt
agaagtattc
tctetettat
tatagttatc
agctateett
tcaaaaaaat
aacacccaaa
aaatgaacta
tctetotgte
ccatggccaa
gacaattatt
cacaattttc
tgtateacca
tttaatraat
ttacatttta
ttetetteat
agtaaacaag
caaatcacct
tgttagaagt
gaatctetce
getotatete
ccataataag
agtaaaaaac
aatgaacaag
acactaaate
atatattaag
aaacatttte
tteagtzete
tagagacaga
gagataagee
tegcctcagaa
tactgtesac
atatccatege

ggcacaatet
gcctectgag
ttaatacaga
gatctaccag
tacatttaca
ccaatatttt
taattttece
taaaatctec
ggaatgaaaa
cctaggaata
aaggaaaact
gtgaagetaa
aaactattge
ctaatgacce
tectgtttat
gaacgatcec
tttetacaat
cagactgttt
gtatccteag
aaacactgda
tetccctoac
aagtacatag
atgaattgtt
caaacttagt
ataaaattaa
caagccttca
agatagagag
catataaaaa
aaatteaagt
aatacagaga
gtattagaat
tggtgttata
gtttgagace
caggcagaat
gacagagaca
atttcttgac
acagagttaa
ttteaaaatt
attttgcatt

38

cgectcacte
tagcteegat
teggattica
ctacgrecte
tttettatet
ticctatttc
ctttetttac
ctegcaaccta
aaaaaacaga
aatctgagts
caacaacctt
atgagataat
catgattact
agegetectt
taaaatctac
tgcttcctet
tattttectt
getecaceag
gagteectet
ttttaageca
ataaatacca
teccagtetea
ttaatagage
gectzaaaac
geteteagte
cactgtaaag
gagccattte
cttzectest
ggcctataaa
ggatategta
tatttatcaa
tgagaagtec
tecgtgaata
geceatctot
gcagagagag
attaagaaat
ttecacataca
atgaatztat

cacagattca

caacctecac
tacageteca
ccatgtigge
ccaaagteca
ggatctttee
aatgttttag
tgtaaagtat
tctttcteac
gccgtegag
acaggtagta
atctataaat
gtaagectea
ctacttacte
ccccattete
tgcccetttt
tctttacata
tteattatet
agaggagace
tacataatta
BRtatcatat
cagagtgaag
aacagatate
cactgtatta
aacaaaaatt
geattgettc
tacagtacte
tteteaatte
tcataggaga
aaggtacaga
aattatcatg
taataattet
cagegcattc
atacagtctt
tacccacaca
acagagaaag
aaagtagaat
catgcaggta
gtetetatet
accaaccatg

2280
2340
2400
2450
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3800
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560



aattaaaaac
acaaataaaa
taaatctaga
ccactttaaa
atataactat
ttegagttce
atatatatac
attataccat
catatatgts
tcegtatcac
agatgegtat
aatggaacte
tattattita
acaaacatte
geaggtagac
gteagetzee
atttaatage
aaattaaata
acattgatca
catcatttat
getacaaata
aaacgttitt
cagagcteca
cagaaaatge
acctettgaa
ttttcestat
ctetcaataa
catcgatgac
aagtactcte
teteactgat
gaaggacatc
tagectatge
attaatagta
cttetagaaa
atcccacata
ttttatcata
geattaagea
attatetgtt

atttggaaat
aatatagtet
gattacttaa
ctezataagaa
gecattttac
tegaaacaat
acacatatat
accacttete
tgtatgtgta
agggaattee
getaccagaa
gagatcatta
getgaaagac
catgttctea
3gCagaagga
gategttatt
acaacaggtt
tatatacaag
ccatgecttee
cactagcaat
ttttttaaaa
aaaaactttt
tatattegec
aaatacaaag
atatgaccta
gcagttttea
cetactceat
cccaagtete
cocttttaag
tececatttea
actcagctet
gtatteettt
ataataatta
tagcaacatt
caccacagat
tagtctatte
cagttccaac
ttcagtecat
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aacaaacatt
aacaactgtt
tetataccag
cagatactaa
ataagggact
tecttettitt
atatatatat
actcagtagc
tetetetsig
agatatatat
cagaaggtaa
tttgageaga
aaacatttta
tttatttete
tagttaccaa
gggtacaaaa
gactatagtc
actagaacac
cccaagggaa
ctattetcca
aacaaataat
ttaaagtcct
tatgatagee
taagcaactg
gcgcaaacac
ctraateage
ttetegtatta
tttaattgaa
aatcttecat
ctetattaca
gttaagtatc
ttactzaage
ataatgecaa
catctzaaat
aacttcattt
cteactgaac
acagageaaa

taaaccacte

aaaatataac
tacatagcat
ageatgcata
actteatcett
tgagcteage
atatatatat
atatatgata
tgtatateca
tatetatats
attctittea
agacacatga
aataatccag
ttttagatea
ggatgtaaaa
aggetgcaaa
aatagttaza
aaaataacat
caagttgaat
getgtacaat
taatcatgtt
tatttaatte
gaggactatt
ttaccteatt
aaaaataaac
ctateccact
gagtttacee
agtcaaaaat
tegaggtaaa
tcacattect
tagcaccgte
tggaacaata
tatgacatat
atttttatte
gececctoet
tacatgtttt
tcttcagtaa
tzagcaataa

gictaatace

39

aatacaacaa
gtatettgta
gectatatec
agccaaaast
atcctcagat
atgtatatet
gctactgagt
tatgtatata
tetgtetate
gtacaaaaaa
aagaqattte
gcacagaaaa
aataatecag
atcaaaacaa
gggtagtgta
aagaataaat
aattetacaa
gactccaget
gtoteggetes
taaattaata
gecttttaaa
ttctttaaag
cttaccaaga
aaataagttg
tecttatgaa
teraccacaa
gaaatgeaag
agggaaacaa
gatgaagtta
ttececarga
aatatactag
agctgcccag
tattaagtta
acacttatgt
attctettac
ttcteaacat
ctgttagtta

tagcccaaca

taaaaataat
ttaagtagta
aaatactatg
tagagaaaca
ttcagtatct
atatatatat
gacaggteat
tatacatata
ctetetttee
aattgaacac
caacaacate
acazgcattt
gcacagaaag
tagaacgtat
gectttgage
aatatctagt
tttaaatatg
tgcgaaacce
tccagaacce
geattttaaa
agotttttaa
tectcagtta
atctagtece
gaggtatget
atcatatage
agrerccect
agaaaagaaa
cgaatgagaa
titttcctee
getecteaat
tttcaatete
gectgactaa
cttggcttea
ctaaggacaa
caaactaaat
accatgtaaa
ttataacatt
ttctattaaa

4620
4680
4740
4800
4860
4820
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
5300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840



<210>3
<211> 8475
<212> ADN

ccacataate
tccagataga
taggcgatct
atctetgeca
ctecctatet
accttctgaa
tatataatat
ttaaattaat
atttttaats
aatcctttet
agataagctg
gttcagctag
tgaaaatttt
aacttctcaa
ccttegaaact
gggaagaaca
cazattatca
tcagagtcag
gegetaaagag
gcttettttc
aagtactaca
tegctcagee
tttccaaaga
attccattat
ctttaacaaa
tctaaccaaa

gagaacaaaa

<213> Homo sapiens

<400> 3

cagtteaata
aacacagate
aggcctaage
cgtgaaccect
agagactcag
aggactactt
atatttaaat
atatatttaa
aacagagagt
tgtttccaag
ttcceectact
gacaaagate
taaaaattea
actatgtttt
gttttettct
ggaagageac
acaattggag
gtegataage
gietttetcet
atgttattte
gtcacagtec
cotgactcte
gtccattaaa
ctecaactat
aattitaagt
ggagcataga

tazaaactte
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atatatgata
gaatcagaca
actctaagca
tttctictee
tttettccct
tttaaattta
atataatatt
ataaataaat
aaageattat
tttttcaaat
tattcagate
gagctttittg
aaazaaaaca
gaccegctag
acacaacttc
agatcaaatt
aaagaaagct
caatcetett
tacaaagcce
ttagtaacte
teagaaaage
tegttgataa
agatatagaa
ttatcctcta
tecaatagat
agattteatc

atataataaa
gctitcccaa
gaagctaagt
agtctegaac
tgtgattate
tatatataat
taaattaata
ttatatttaa
tttgaagaga
ggagecctet
tgagatctga
ataaaatttg
tttatagaaa
cataatettt
ctectttect
actcaagagg
2atetcagta
gaatagcata
tcctagctag
aaaatacctce
agtaaataag
atattaagtt
gaagpgagec
&cccaaaata
gttcaacttt
ttattttcta

40

atgeceataa
gaaatagaga
tatcacagea
tatettecaa
agcagttgag
atttaaaata
tatatttaaa
atatataata
aactectest
ttaccagctt
aaacattect
gcaaacacat
gagacttcta
cagtctttct
ttgactttee
aaggacaaga
tcatttcata
cttttcctec
taatcttaca
taaagttata
acaatgtata
agtattcatt
agcaataaca
atteccatta
aaatccatce

agtagtatag

gtactaaata
aaatagtaga
tatcttesca
cteteacttt
aaatccttag
catatcttta
tatataatat
attaaaatat
tcccacttaa
gcccectcag
tttcctgtea
tttttaaaga
atccaaattt
ggagaatece
tectctegaa
aataaggaac
tatgattate
tactcctgaa
getecaaaaa
catattatga
taaaaacact
attattataa
ctaagagaaa
gaaagageaa
cagaaaaatt

acttaattet

6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7630
7740
7800
7860
7920
7980
3040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8420



gcataactte
agccaaagte
gtcagaaaca
tagggaaaaa
accttagtge
ccttctgtet
taatcctect
ttcagagaag
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taagaaatge agtgaggtet cagtticaaac
agcaacttag aaggcaaaaa ttataattta
catzaaatega agctcaatag gaacacttac
agtcagacac taaaattgtt taaataesta
gtaagaagce aatcagcaga cgaactgcaa
cctettgtag taacteacca caattaaggc
attatcagca atggtctsat ccagtgccag
atccttcaag ateaacaaag ggtcaaaata

41

tgecttctat
gttgecaaat
agegtagcag
agttcaagee
gcaagcactg
tacctageee
gcaccacaga
aaaaattcta

atgacttcaa
acgagaaaag
ggtagtagec
acaggtaaag
tctetettic
aataatgaag
caacttagte
gaagagagaa

60
120
180
240
300
360
420
480



gactgatcac
caagaactte
ttttgtttet
gaaggtatcet
tRagctreac
tttctagaca
atgtttecce
tcaagettea
gagtagaatt
ccttatttaa
aagctaggac
atcagcactt
tttetttatt
gcacccaatg
ategttttct
getgctettt
cecatatect
ggcccaaaaa
agagctetga
ccaagggtygc
cttcagaaat
ttagtttect
ctttgtagtt
actctgagee
cctttagtea
ctttctttag
aaagtcaate
gtagceectt
agatcttatt
ggtaaaaage
tttttaagca
agtcactaac
aaataacaca
tcaaaacaac
catgtagcac
ggectcaaaa
aetccaattc
agttcttcca
taatttatta

aatttaatgt
cteagattca
taacttggat
tatgatgesc
ttettageat
aattttctea
ttgagtcgga
gatttaagct
cctacaacta
aactcgaaat
cgattacate
cettacaaac
tactcagaat
atcacagtea
gagtttecta
caggcaaaac
ataacacaga
gaaagttita
cactcatata
catggtaata
tttataatct
tagaaacctg
233aaagLaa
tggattaaat
tottoccactt
gecaaagtcg
agaaatgeea
ttcaagatta
atccatgtca
taatgetcag
tataacaata
attacataaa
attggctace
agaactetec
ctacatcatt
aaggactige
tttcttccac
cettattect
ctgatttaac
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aagecttaga aggaactgat
ttegatgtiy agtgtetate
atgtgattag gatgttaata
ttettaaage attgatcaca
tctagatett tgaaatttet
aattcctatt tcacttitte
aaacacccag cattaggaat
caattataaa gtgtttaaas
tegetttete tataataaaa
gtgtaagtag taataaagaa
ttcacttgac tgacagatac
taacaacttz agatetagte
agtctgtage atctgccage
acattatttt acattctaaa
tcacctitat gtttcagetc
taacaaaatt agcatctaat

aetageegaa gagtgagaaa

tcacagegaat atctasatgt.

aatgcagaat tactctettt
ctaccaaaca tatatcaaag
gatatcaaat aggtcaagaa
gaaaacttta aattagaaac
attttagttc cttccagcat
ctageccage tgagteeaaa
tatggctect tccgcctaag
tgactaactt tctttggsec
casactcact tecctactece
gtttcattca agatttgata
gttaagttta tgcttecact
tcttatcaga tttatcttat
atagtaatga taggaccata
ttcctcaaca acacactcte
gaactccage catctagett
acattcattt acatgattag
ctteagacaa acttattace
ttataactgeg ctaataaaga
ccacagcttc tgctaaagic
tagetttcta aagagcagtg
tatttcacta ageattcact

42

ctctacctte
agtctagtag
attaagtcte
aagactgcat
tgtgttattt
acatatcats
aggcacataa
getgtgctga
tettcactet
aatatgtcct
aatcacctat
ttcccattee
tgcccctrat
taacteetec
ctcaaatgtt
caataaccat
getggaagte
cttctegeat
cttccttgtt
cttggcagza
atataataaa
ttagaaaget
tagaattece
cttaagtaac
aagttcatca
aazgttemaa
tegtgaagee
agctgtitte
aaatctatet
ttattaatag
aataterate
aggccataac
catgeectce
ggcagagett
ttttacagac
geaactcteg
attacagaaa
acctaataca
tttaactttt

cttaacatct
aaaaatgaat
ggctaatatt
gttcataaac
tegtctcaga
agtgactcaa
acataatact
tagttcttct
atattgaace
cctetaacca
attaggagca
ctatgaagat
tataccaget
aaggteagce
aatttgtaaa
actatgtceea
gagaaataga
tetctettaa
ggttagaags

aaaatggtac

actagtttct
ttaaatcaga
teatteteote
tagctegiig
tcgtgactta
agcagaggte
gecattttea
actttactat
gaattcaaaa
aatgtggatt
gctctttaca
aaacttttag
cactttaatt
aactgtatct
aagaaaactg
gttcaaagty
tgcatagaec
acatgctcta

aacttetaaa

540

600

660

T20

780

840

300

360
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1820
1880
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820



tatgtctaat
gcaagctagt
tccacaaate
agtacteaac
agatacacac
agagcatcaa
atgccteect
tgagaagase
cactagagtt
gatgtesest
tatggttice
taaacatata
ttttcaatga
atacatcagt
attaaaagtt
taagaaaaaa
taaaaaataa
ttcagctett
agctcaatac
gtctetcaat
cagtaacttt
agatttittc
ttectettgt
ttttcagace
atcaacagts
tgctegecatt
ttcgacaget
agcaaagaat
agrtacgctt
acactagtca
cctactaate
tegeacteec
ccactitgga
gtttcacagt
taaagctage
cttectecte
ccctgctete
ttgtattttt

aaacaccact
aatatatgte
ctactzesta
aaaatggeta
taatcaacaa
agagacgete
agagacatee
agaaggaaga
tegtegtatgt
BBEEEECAER
atcagccaca
aaaatatcat
agatctgcat
ggatagatat
cttatcttac
gtegtattat
acaacaaaat
ttaacttaze
atttttattt
attttacttt
cettctetta
titttectta
tctgctagac
tattttggaa
ttttaacagt
taacctacee
accacectct
cteaaatttt
gtectateta
ttaagcacca
ctaccatete
tgacatectt
gatagecasg
aggtgaaaaa
ggaagectgt
cttacttect
ctaaaaaaga

gttatcatta
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gaaatagcaa
tgtegattte
tttcttatet
caaatgagcee
attaatagta
ttagcagets
gaataaatte
acattcaaag
aaggagciga
gxtgagtcce
acctgaataa
tacacccata
gaagtaaaat
agatatgtet
agggtigaag
geeggattag
gaaaacgttt
gagctaaaaa
gagtaagaat
tcagecgataa
tttaagttta
catatataat
ctegactttt
gcaaaggaga
ttttaagcaa
ctecctecce
aacataacte
cccacttegt
atcecectece
tcaggeacee
gteattatct
ctcaggttec
getagtactt
gttesetcte
ggacategtt
aaactttete
atggatgtte
ttattattat

cotetttett
tectaataaa
gccagatect
tcacagaget
acacactace
gagegeagct
agatcacaaa
gaaaagaaag
gcaatggtca
acgcagctct
ctetetagta
gtacctaagc
tattatatat
ctetgetata
attgtggcaa
catgtitete
ttettetate
catcaaatce
tgeatacatt
aaagacacat
ttttatttet
titagagaat
tetctaatat
gaattectat
aagtcagett
tttcccaagt
aaataatgte
tetaaattat
tagcagraca
atggctetet
atgacttece
cectegcttt
ttetatataa
ttttetttta
tatttcteca
ctcagtgtca
actctcagec
tattttgaza
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catggcctte tggttgtaaa
gttctataca cctcattaat
acgctageta ctegatacac
tatttcatte aaaagcagag
atgtgttttg aagzaaaatt
cttttagate gagaateaega
aaatgagaaa tagccagcct
tecatactes aaagcctgaa
cttetetgat aagatetgts
taagtetetc ctcagactce
atccaaaaat gattacagat
caaggacaca gtattctate
aattttaget attgatatag
gaaaaaagtt tlaaagegat
ctttcatttc tttttaattt
getatatata tatttttaat
daagcctaat aagaagaaat
aagaatgttc tctggaacte
teccateceet tagegctcea
gtagataatc acagtgacct
atcgtagttt teoctettaa
aacaatgcac acacaaanaa
atatctccat tttttetctt
atagctgact tcctettcte
tetttateta agattttttt
ceactteage caacetetea
taccattact geatcttgct
tttgtaatct ctagtgttta
cettacagaa cctaceectt
cactggtctg tttgetattc
taatcccter cteccttage
acagtecttt actgcccatg
geeeccaaac ttgacttist
cttttettte cacaagatea
actgcaatga ttgatigete
gatcectage agtttctate
cctagttctt tttaattaaa
tegestctta ctetgtegee

2880
2840
3000
3060
3120
380
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3re
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100



caggctgaag
ctacaagcet
ttctaageac
caacagatac
agteacttca
ttattattat
taatattete
atacccaaga
gctgeggage
gctagggcta
tetttttttt
tcagetcace
gtagctggga
catggtttct
ccttggcctc
ggtatataaa
acaatecace
gggstetate
gatggagaaa
agaagtattt
tetatatata
ttgtattgta
atactaatac
attagtatat
atatatacat
tettctacct
aggaacttca
gacggagict
agctoeacet
caggtgccce
tectgacete
caccgcacce
ccttacctat
taaacattge
atgtaatcag
tgacttaate
ctzgataatc
teaacaggta
teagtatcet

tecagtesty
catgccacca
ttetcaatts
tcaaagtttt
atgactatit
atatataata
catattcttt
ctgggcaatt
cctcacaate
aactatctct
gagateeagt
gcaaccticte
ctacaggcat
ccatgttest
ctaaagtect
agcteectag
teaaaaatgc
aggagatcta
aacccactee
gatcctacag
tagtattagt
titatatata
aatgtactaa
atatatatat
atatactcac
teagetetace
tcctteatat
cectgtgtea
ccteggatca
ccaccacace
atgatecate
geccacecct
ttaacageaa
agacaatctc
tetactcatt
gaataaccag
saatgegtcc
aacaacataa

ttgectegqa
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caatcacage
tecttctttt
taaccaagag
agcaaagtct
gttaatteca
ttaagetcet
tattacteta
tacaaaagaa
aceecagctt
gigstagtty
tteattctte
cctoccgeet
gagecaceac
caggcteste
gegattacag
gtaactctaa
aactgaaaca
gggaccagga
ggaggagcea
cattaatatt
atatatatte
tagtattgta
tacaatacaa
atatactaat
caagacatat
tetaccaaat
cceacceett
tccagsctieg
taccattete
aggctaatgt
ceccttegce
tactaatttt
tcaacageet
atctatccct
tagtttgcct
gaagttgaag
ttectecttc
ttacteactt
gttttetter

tecactptitt
taatttttta
ataatacttt
aaatgatatt
accaagagte
caaataccta
ttagtccett
agaggttcac
aceggattet
ttctgattca
ttecccagge
tcaagtgatt
acccagetaa
tcaaactocc
geataagcca
cctttggcce
glagttoect
ggatgraaga
tectaacett
glattgtatt
tattgtatta
ttagtatata
taccatatat
acaatacaat
tagtegtcte
atcatttett
actaactttt
agtgcagtes
ctgccteage
tttaccatat
tectaaagte
tagtaacetc
taatcteact
glctaaacteg
aaggaatttt
tctccaatag
aggtagatca
caacttctag

ctatectace

44

agcctoctea
aaateetttt
ttatgaattc
aagcttgtce
attttttaaa
aaagittagc
ttcatettec
tggactcaca
tgagaaatea
agtattgaat
tezagtecaa
ctcetgette
ttttgtattt
aacctcaget
ccetgreces
catacatcts
gggaccacac
cctaaggeag
gagaatcact
gtattagtat
gcatatatat
tatacagtat
atatacacta
actatatata
ategtcteect
tcteegatet
tttttttttt
tgtgatctcs
cteccaagta
tagcaaggat
cteggattac
caaggattaa
cectttetaa
tgtggaatta
tgaaaaaaca
taagaateaa
tgccatttec
ttaattectt
attttttcta

gtagctegea
cteccttcaa
ttaaagttat
ttattgccca
tgaatatata
aaaatctaaa
tgataaagac
gttecacets
cacttetcaa
tgettitttt
tegeacgate
agccteccaa
ttagtagaga
gatccacctg
ctggageatt
aaggatacct
actcagaaag
cactacagat
gagatcatee
atatatatag
actaattgta
atatgtatat
acacaataca
tactaataca
gceacactca
ttacagtcea
titttttiea
gcteactgca
gcteeegacta
gatctegate
aggcataage
aggaaattte
aaataattta
ctgccattta
gttaaatgaa
ctettectet
tcacttacac
cttttatcac

gttatcacag

5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440



tectataaca
agaagttatt
cccccatgea
ccacagatce
ctetegecte
atcaaactce
aacaaacctc
tagaagtgag
catatgattt
ccaattactt
agaaaattte
gaataaccca
caatgagceta
agaatctgte
caggcaattt
tcacaaaaac
gcageccges
ggatcaccte
<210>4
<211> 8401

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 4

taccaatcct
aattatecca
attccectet
ttaaatctac
gaacataata
teattccage
atttgacgtt
attttcacac
ttaacggtaa
cattagttca
atgttetgat
tectaagaaa
ttcaaaggst
tttctacata
ggatgcacat
agtaacaaaa
cecagtegct
agete
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tcaatataac
gtgctaaate
ccegtecete
cagttagaag
catgtteact
atateccaaa
gctagtagte
aaattagact
aaaaaatcet
atctttttte
ttecatgetea
tacatttctt
gatgataace
cagacctect
taaagcttea
ggaatataaa

caceccteta

tcatctttaa
ttctaaaatg
agcacataag
ctaatageet
tataatttct
gacacatcat
geatatttca
gtagtgettt
ttgagatatt
aatgecgctc
ttttcagaag
attatattte
agcaccatca
aaaaaggaac
gcaacactge
gtaagttact

atcccagcac

45

attgtegttt
attgttgact
gaatgecect
acctctctac
tagaaaatte
taaaaagcaa
tcaagatcag
tttttttaac
agatgtataa
ctgcatctga
aaaaatgtta
ttatcttata
gtcagcatta
ctacacttaa
attagaaagt
ttaataatat

ttteegagec

taccttctca
tgttgattag
ttgcttactt
caggaagegaa
tetgagaaac
aacaaaacaa
ctcaaataaa
ttatctttac
tatttatcat
gaataaggtc
gtttigtata
tttcttagga
tctaagaata
caggattcce
tagttttcca
aagaagagee
tzagecezet

7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
2040
8100
3160
8220
8280
8340
8400
8460
8475



tttcatctaa
ccacattttt
aagcagaaac
tagaagtaga
tatctacttt
aactgttcat
taagaaacet
aaatgcttac
cagaataata
atttctattt
taaaacatat
acttgtgttt
tettetatat
aatatacaca
accagcaata
atatgaacac

aattcaggaa

gactacattt
tgecaaagac
Ccaaactgag
gtctttattt
cecttectca
tcaaatatta
tcaccagcct
tgaaaatetc
tatgcttctt
agttatactt
tttaatggag
attcttggtt
ctettacagt
gtgaaaatat
ttaaatccct
ataacataat
geteetatag
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ctattgtttt
aaagcotact
aaataaatca
cttttcaaac
gactgagage
tttaataaaa
catggzaaat
taagttcata
tagtgctaag
tcacaaataa
aagetaatet
daaaaaacte
agaagataaa
gtetcagtea
gcacaattac
gaaggcagaa
tatctteatt

atataatcag
gatttcagea
agagaaattc
ccaaagagaa
aaagattaat
tccaagaace
tetetacast
tcttegtaac
atatgaatat
ctatataata
gtageeagtt
cagattacaa
gagtagttct
gatgttaate
teatattata
gtcactctea

ataattacta

46

cceccctaag
tcattatttt
tecttttttc
tcagacatac
attttcagec
agctaaaaag
tttccactag
taacatttta
tagaggcatt
ttaaaattct
tatttctett
catagaaaaa
aaatttagaa
aaagatcaac
atgagaattt
tecttcatet

ttcaacaaac

atcaacatgt
ccttittcaa
tategctaatt
aatatgéatt
tettagtcaa
tcecttaage
aatagectat
attcaatcte
ctttcttaaa
gcatgterca
tgctattaga
aacaaaagta
aggaaaaata
tattacteag
taaaaagaaa
ttetattece
atttetaaaa

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

1020



tgaatgaata
gttaactgca
aagggaaaat
acttectcaa
tcctaggtag
ctetettcat
tttaaggttc
ttttgestca
attagaccat
atataagaga
tacctcteet
agtattcata
ttttgaaaat
gegacacaag
taaaatattt
catattgaat
aaatattaaeg
gttagtttea
ttacaagcaa
catgettttt
tteggaaaac
tatattecca
gtcaaaccte
aatgaaacaa
tatgttetta
attatittat
gagagacase
acatggaata
tagtccttca
cagcttcaga
ggaattaaat
atcataagaa
tocttttcat
tcaagaatge
agcteaattc
cttcagatac
caaaataaaa

aaatattttc

aggaatgaat
ctactttett
gtatttacat
agtaaataaa
agegctitea
gatggagcce
cttttcagee
gtcctaattt
atgttecctat
tcatagaaaa
ccacagetaa
agtatactac
ttaaaatagt
caaacatata
gatacttaaa
accatttett
tgattataaa
tettctiest
aggaaateec
gctcagatct
aagtttccea
tctgacagta
taagtcaaag
acaaaaaggt
cattctctca
ttccattcac
acaaagtaca
atgactcatg
actzacagct
gaggactttc
tttatatgaa
aacttegctec
titaaataaa
ctcagatcag
acctaatttt
teeeagaaca
caagagatat

taategaatt
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gatgagaaaa
ttaaatttaa
tactctaaat
atgttcacaa
attagagcce
tzagtettec
cttcctecte
caagcattct
attagttcag
acagtitact
gcaatcagea
ttatgaatte
gtaaggecce
ttetetetcet
atgccaaact
tetetecagt
aacgtccaaa
agaagtcctt
atcaaatatt
aggtttctce
tzecacaget
tgacaaateg
gatatgaaat
tttaaaccaa
getcttitet
atattacaes
gattageect
tgcattaate
taaagaactt
attttatttt
gttcctagat
tacagatate
caggatctaa
tgacccagsr
agggccaaaa
aatctcaatt
ttaagattca
acatatattt

atgataaaca
ttaatectea
attgategcaa
tccagetage
ctgctacatt
tectaatcte
gtaatccaca
atcctgccet
gaageEgegaa
aacctgtgaa
ggatataaat
gaaatcteac
taggcttaat
gtectetees
tctacattte
aagtagagtt
taaattcatt
ttatatttat
tcacacccte
actcaggaaa
tteatcaaac
tcecatetec
aatagtaact
ccaaaaatat
gteattatea
caacaagete
tgaagtecce
atcacactaa
caggttattc
ggatcaaate
gatttaaage
aaaaaggaat
aaaaaataat
aaccttccag
acccaaaaaa
gctcaattgt
ttaagttctt
atatgattct

47

tetecctets
atetccttet
tctacaaaaa
ataaaaggat
aaccatgsga
tactctacca
aatactgaga
ccccaaatga
aaaatgttaa
aataccattc
gtacectatg
acaacattta
tttacagees
acactegtaa
tecagtaaca
aatattagea
aaaatttagc
attcaaatga
ccteocaage
agaggagaat
agcaaaattc
gatattcaca
atacattaag
gtcttatttt
acacaattct
aaaaagtaga
ctgaccagtic
atgatatttg
tgattctiga
ctccacaact
tetaagaaga
gttaccatce
gctgegaagt
aatzgatgaa
caaaacaaga
atcttatgaa
gtcatttcaa
tctagttata

tetecteera
aaaataegcca
gtattaaaca
ttaaatcatt
acteatetea
tictaatect
ccaagecaft
actcacactt
tcacacttgt
attctctett
ttcactatte
catgacctaa
aaagattaaa
tttttteact
aggcagttat
catgaactea
ttggcaaaat
aatgaacaat
tgtattgatt
gtacccatac
tatcecatcta
ctgcatigea
cacagaagaa
ggatgticta
aicaagctte
acggeetata
gacagcaacc
tttttttace
gectecteta
agttgaaact
agaataatea
ctcatgetiaa
cctaaccaca
atagacccaa
ccaaaaaaat
aacaattttt
attttaagaa
tccatgetaa

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1880
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
25680
2640
2700
2760
2820
2880
2840
3000
3060
haa
3180
3240
3300



taaatactct
tacataaatt
ttaaccactt
aacaaazagte
gcatgcecte
gattttactt
gtatcactta
ttatgaaagt
ccatacactt
taattegtat
tctagaaaaa
agacactgag
aatgacctct
caacageeat
tgtaaagaat
cagagtatte
cteteccaca
caaacagaca
aaagitettc
agagatttec
tcttctitec
cctgattaca
atecaggese
caacagaata
cttacctatt
gaa3agceag
cccaagagea
atttaatttt
gaaatgaaga
agatgaagat
aataacgaaa
cttagacttt
tattactact
gcttattaag
gtttttttat
aactgaaaaa
tttecectta
aataataaca

ggaaagegtt

tttcagtteg
agtttttaat
gcaaaattta
attttcacct
gggtcctaac
tetgagtets
cagactaace
gaagcatagt
aagcaagete
ttectttaaa
ttezagattt
agagacagac
gtacteattc
gagagteatt
gtzagcaaag
aagaagecag
gaatctetac
ctticctcaa
cagccacctt
ttaggacaat
ctaactcaca
agtittatet
aagccatgac
tttcacttea
gagtaagace
tagaaattsc
agectctaga
caataacaca
cagaaaccca
caggaaccca
agtatagast
gtacactgaa
ttttaacttt
aaaslaaaaﬁ
tagaaattzt
attgtagact
stotecttat
aacactecct
aactcagcag
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aaataaaace
ttaactaaag
taacacactt
gtttetttta
aaagtatacg
attttatact
cttcaanage
tatgagccag
teeeraatea
agatagagtt
gtetecatat
agacagtaaa
acctgtctet
gtegaaagaa
£BEaggaagt
agtggagage
agetcteeat
acatataaat
tttctaateg
ttgactgtaa
ttagttacte
tttetctaaa
atttatccac
ttetagtete
aggatgrace
caaatgtate
goccaceety
attcaattaa
acctttcaaa
aaacagaaga
ctggagaate
gaaaagaaaa
tgtatatate
aataaaaage
tattcaataa
ttcaaatcag
tcatgttgct
tctetcagec
atettettte

catttetect
tetatetttt
aaggtagtca
ataacagtec
aagctgaate
tctgtectet
agaaggctaa
caatgttttt
gagtteeees
cttccagatt
attttatett
cagaggagca
tccecacctt
ataaaataaa
tgtgaaaaaa
ctagtaatea
ttatgacagt
gatgagrcag
ctictctata
tttagaagta
aagtaagcat
acacatatca
cactgtcage
acctetecet
gctgaaataa
agaatacaca
aaacagmatt
agaaagegaa
tctaaagaaa
aageaangec
gctagactct
ctecatgcat
tageetagat
tgecttctce
tagtacatgt
ttagegtaet
cacaacaaga
cctatectaa

cccagactet

48

atattattag
gaattcataa
gatgcctist
atceatttta
gatctatgcc
ttcttaccac
gttactaaca
atttagegaa
gaatcaacte
ttaactgtet
gtaaacagac
ctaaccacaa
goettttata
attaaaaaat
ategaataaag
gtatciggta
ttaaacttaa
ttcattcage
tcttttacat
ggaaateega
ttcttccatt
aaagaaatet
aaaaacatga
cacctegcact
aaaggegtca
cagectttet
tttgacttea
atacaagect
ataatctett
aattaacect
aaaaattata
ttatactgac
tttttittaa
atagecagaa
tacaaataaa
caccctaaaa
aateggctaa
ataccetctz
gtacatttce

gRaaaatatc
gcataaaatt
caagtagttt
tgasaatcag
aaatatgcea
atggcttcea
tttegaagec
tgtetecaaa
ttttatitae
taatagttac
acatacccag
acegtttaca
gcaactatag
cctegaaget
gecaccegatc
ccccagtate
tttaaattat
ctetatatat
ggagacaate
agtatttata
attgeatttt
cctaageact
acttagccct
ggagtcacca
gacaatacaa
aaggatateg
cagataaatt
aaacaaataa
ttaazgacac
ggcatcteat
aagegtttaga
caatgtacac
gtgaaageaa
aactagceta
taccatttta
aagggcatit
tgctatgaat
catatgtata
aagaaaggtc

3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4300
4360
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640



tecctttage
tctatctect
tcagatggtt
cteteteata
agatatgttt
tagatattat
tgtattgcaa
acacacaaac
taacatctat
ttctatagty
gtaatagtaa
ggatatttct
ccataagtta
taattttata
tttaatttct
agataccttt
ttttetgttt
atgacttaca
acttttaaat
atatgattac
ccaaatacaa
cataaagate
ttcactttgt
aattctgtee
tttttttect
tatatccatg
tettettaag
caagaattca
ctagattctt
tttagataga
ccacaggagt
ctaaagtgec
gcttococgac
catttgetea
gtaatttate
ctocgaaagt
ccgaatttaa

acttccctat

actgetectt
aagaatagtt
tatgttaaca
tatctatatt
atagcaattg
tetteatttt
ttecagtate
acatttcaaa
tcttaatate
attgaaaatt
atgattactt
attcatatag
tcaattttaeg
ttttccteat
gtaaatcaga
gaaatgtage
taaaaaacct
ECtERaaage
taategcaaa
aaaaaaazaa
ttctatcgaa
gactecteca
cttagttaag
tgataataaa
geatatatag
gagcagattt
gagatcgateg
ctcagttaag
gtrectatra
aatataccta
acactttaaa
atgtegettce
taatgtegaa
cgteraggaa
aaagaaatga
atactccate
geggacataa
gagatggaag
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ggccagetee
ttecatgtet
agtateattt
tatctatcca
catataaata
agaatettat
agtttcaget
catgttttat
ttttatgtaa
agtagecaga
tttetttagt
aaatetgatt
ttctetecca
tcaaatttat
atattcagat
atatcccaaa
cttatgaaaa
attctgtaca
gaaagtcaac
gtttaaaatt
atcacctgaa
aaaagaggaa
taaaaataaa
gtaatgacca
ctetgetaca
tagcattcae
acacagatac
atttteccca
gretecactc
ctcttaacat
gcagggactt
ctaaagctta
saagtcteaa
aatgatttca
aatatttaga
acagactect
teactacttc

acggacttct

tegagaatga
caggtcttee
atggcaaaca
tatatatgta
gagagatagt
cttagtatet
atgtacatgt
gtttaagctc
gtacagcage
gaatttttet
atagttttat
tactctcatg
aggcactttt
atgcccgtet
gttgaaaaag
atgeaaccea
ctattgccat
tataagacat
aaageaagtt
tttctigece
actzaaatea
tcaagaaaga
atctgactet
cttttcamct
ttttaatgig
ctteeetctc
atacagacta
cteatttcea
atttcectea
gaaccatttt
cactcttcaa
ataactgaca
adateatttt
tcaaatagat
taaattccag
cactaagaag
tgctacacag
aatcaggtac

49

gctetcaget
gccacaaaat
tagatctcta
cctatatata
atgtagtagg
ttaaaaggaa
tatgtgtgte
aatattcaaa
ageattatta
aatgettctt
aatctataca
tacttatcta
actgaataaa
aatgttccee
tetttecctt
gaggctggca
actaaatttt
caaatattga
catatgaaat
ccagtcttat
ccattctage
attteggctca
taactacaga
gegaggeacta
aaatgatgac
ccagtcaata
acaaatetga
cacaagaaac
atcacaaaag
aaatatatat
tctetocaat
ttgccttaaa
aaatctttca
actctcatta
atttecccea
ctctactgeca
aaacattate

cagagagegc

tttagaaaat
atcagtttaa
atctecattt
tcaaatatga
aagagagaca
aaacttaaga
tetgagagac
cacagaaata
aatactgtat
aataattttt
tgaataaagt
catectaaaa
aataatcagc
getttttttt
cagatttaaa
atetcaacat
ttacttecte
ggatactgga
caaactagta
catttctgag
ctegttttee
cagtgaatta
aatcatttca
acticttttt
tgcatcagct
tetacgagte
taccaataat
ctagaattta
ctacagagta
attactetgt
cacgtettac
aaagegettt
ctaaattict
attttttaat
ccatgagctt
gtcaaagtea
catctetaac
tcteccaact

5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6940
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920



<210>5
<211> 8427
<212> ADN

tcagggcttt
tgagtgagaa
aaatgccaaa
gctgaaaata
ttgtttacce
caaaacaact
taccteacte
aatcattaaa

a

<213> Homo sapiens

<400> 5

gatgaataag
agteagagaa
teccagttaa
aattcttcat
aaaaactatt
gttttzagat
acctctteea
accettttat
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aategttegag agcgetcate
ccagagaaat aaatcctcat
ccaaagettt ctttetcata
gectcaatgt gaatcagtaa
tttaatgact aagactcaga
actccagatc tgtaatcaag
tatgcataaa gracactaat

attgtttaag catttectag

50

ataaatgaat
gtagaaaatt
aagcaacttc
tttceatete
gttteccaga
taagtctgaa
atataacgtt
acatattteg

tcagtataac
tagggstatg
tataaaaatt
tattacacte
gtettttcca
aaaccccaaa
ctaaaaagcc

ctacaaatct

7480
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8401



gcaccteccea
tggccagget
agcteggatt
ctatgtaees
tttaaaaaat
gageccgage
gteaaaccce
aattccaget
geagtgaget
ccgteteaaa
acatggtage
agatactgec
acatatacat
tcaaacagce
agtcagtatce
tetttcteee
teatagatie
acaalageee
agtgcaaaca
aggcttetae
ttcagttact
gcaageacat
gccaaaaate
agaggaaaaa
ctgctectaa
cegtcataga

ccacgeccag
getctegaac
acaggegtga
geggagecta
atttetteze
tgggcagatc
atctctacta
gctcgagage
gatattacec
taaataaata
cctcagcaac
taagcaagta
tecagcttac
agaaggaace
ctazaagaga
getetttact
gtacatgett
cattttgcag
ttgtaaacaa
tatggatgca
ggtgtgatag
tttacacaca
tcaagetctt
aatgtgaagc
ttctaaacet

ttttaacaat
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ctaattttet
tcttgaccte
gecaccgege
gtattattac
ccagecgter
acttgaegcce
aaaatataac
ctgagecate
cactgcacte
aataaataaa
aatattgtaa
agaaaggcac
acttacattt
agccatgcaa
aaattaatat
gecctocaat
ctaaacacaa
catcttattt
taaattttca
atgagtacta
tecttttese
geaaaaacat
agaacagcct
gtgctatttt
ttactgagce
taatcectat

attttcagta
aggteatcca
cigeccatat
agcagatteg
tegctcacec
aagagttaag
aattagccag
agaactgcte
catatccagc
taaaactaaa
gaactccteg
tgecetgett
tccaatatce
ataaaaatac
aaagaattaa
acatcaatec
cagaattttt
tccttaatcea
ttaccttite
gacaggcaga
gecatacate
tctcaggaat
gagcttetga
ttaaaataac
ctiattatet

aacaacccte

51

gagatgagst
cccgecteag
taacaaattt
tttgctatat
ctgtaatece
asaccasﬁct
geatezaget
gatccteeea
cteggraaca
gecagagttt
caagagaaaa
ctgcatacat
ccaggcatcee
aagttcaaga
gattttttega
tetaacacteg
¢ccaaggttac
actagtttge
aactttctga
getgaatact
acttagggag
ttgtcacatc
tcaaattata
agtaactact
gccaageace
tgatattast

tttgccatet
cctaccaaag
taaatcacaa
aaacaagtac
agcactttag
ggccaacatg
geatecctgt
ggcagaegtt
tegcaagact
tcttaaataa
agctgmaata
tcaaactaag
ctttecctte
gcctaaaaga
aactacactt
tgaactacag
atacactgta
atattctaac
agtcaaccaa
agtcaaaata
agactgaget
attaccataa
ttgtaaaaag
actactgete
gtectageta

taataaaatt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
340
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560



anagtagaat
aaagacattt
aaaccacatt
ttattacaga
aaccttaceg
gataataada
cctetatcee
attttgtiete
ctaaaacact
atattagtaa
anaatagaec
gcatgcagts
aagtaaacca
ctatatctta
gracacagtt
attagaaaaa
gatgaataaa
cattctctaa
cetgtaatee
accatectes
gatgrcecac
ctgegagete
tetgagattc
tttaacaatt
caaacattee
acaccecate
caatatttat
acatceccac
agcccactte
gtaacacgte
acacacccte
ctgcatcage
catsttttes
ttaacecaat
gacggectac
agatagcagt
aaagttttee
ttaattgagt

catggttaac

ccicaccaaa
cacctettte
tattttcags
agaatcacag
aacaactatc
gectteteat
cacatgcata
taaaccttat
aggttgtttc
tcaaactact
agacaagaag
ctctaatcte
cgttatcaca
ttatcagagt
tctctageac
tettacgtag
aaatataatt
teetecceca
caacacitta
ccaacatgst
gcctetagte
gagectecag
attctcaaaa
attcaagatg
ccatatteta
acaaaaacaa
geectecatt
acacacacec
tctcatecac
caaacacaag
ctattttcte
aggcctaaca
aatatagtecc
ccagctaaaa
tataaaggat
tgccatgett
gtacttattt
gazataateca

aatacttera
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aaaatttaaa
tetecctcag
fattccagtt
aactcteaaa
cccattitaa
geccacacta
aaaataattt
agtagcteat
tgaagactca
tagcagaaag
gaaggetttt
aagttaagca
gcaagtttea
ctaatcaaat
ataccggaaa
gagaageaca
tttgaaatag
caaaaagitt
geagecteag
gaaaccatet
ccagctacte
tgagctaata
aaaaaaaaaa
tattttataa
atatteccca
acaaaaaaca
ccteacctet
ttetacaaae
tgacctette
cteataagtt
caagtctgty
cagetegtes
aagaaattcc
atcatctgea
ttgaagettc
actataccca
aaaatttaaa
actactettt
tctgcagcag

ctticcaaat
actacatttt
aaagcgtaca
ttaaatacte
EERERERE-£-4]
geaatgaaty
acatctreta
aaaaaataca
ctttagaatt
ttcttagace
cegtactett
aaaactgcaa
agaaagtctg
ttaaatcaaa
aagtatcaat
gaaaaaaate
ttttttaaag
aattetttte
gceegtgaat
ctactaaaaa
aggagectga
tcgcaccact
aaaaagttta
ataattttte
ccageaaata
ctzaagttet
aatteectac
aacacttaga
tgaaaacaca
tgagctagaa
gaaggagact
gttattttea
taacaaggaa
acacatgcta
gicaatacaa
cttttatcag
aaasacacac
gatttgtaag

aaaaaaaatc

52

daaaatataa
caagtattaa
gatattcaag
gcacagaaaa
acagcatata
atgccataat
agtcaagitt
ataaactaat
tgagcagcat
gcteeeaagc
taaatcaact
tecatactes
aactatctae
tttgtatgtt
atttagacca
cigaaaaage
tttgaatgga
gccgggcece
tacgagatca
tacaaaaatt
gacagegagaa
gcactccage
attegttttaa
ttzaagaaaa
atttttttag
gettttatea
acacacacac
adaacagtat
asagattttt
tttacatata
gggaaagaac
ggcaacagea
agataagcte
ctacatttea
catactgtcc
gaaattacty
acaatttaze
tatgtemett

aattcctttic

ataaattatt
atttacacta
atgttegacaa
ccttccatec
tatcagactt
tataaagaga
tcaatatatt
ctaaggtaaa
aataatcata
tgtetataat
acaggtceca
gacttgtagt
cacaattiga
ctctgatets
acattttcac
aaaaaaactt
tccatttcaa
gtegcteace
agagatcgag
agttggrcgt
ttgcttgaac
ctggtgacag
caggttegctt
ttctcagaag
taatacgcac
agtecttact
acacacgcac
tccaactaca
taagctatea
tacagttect
taagtgcaat
cctteacaaa
gcacacaaat
ccataaaagt
ataaggccag
teattaccee
gtteteacte
tgzagatgca

tectectect

1620
16580
1740
1800
1860
1820
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3r20
3780
3840
3900



tctecteaag
tctttttegc
aagectagat
ctitcttgac
aagaatagtt
taaggcageg
aaattgecac
acctcacata
aggegacaagt
ctattcaaaa
acatatacac
aataaattca
aacatacace
aaagcccate
aaataatatg
attccattaa
attaaataca
atataagctt
gaaaaagtta
caccgttcac
agtcacttct
aattatctat
aaagctgaaa
actectetag
tgatatatee
acaagettga
cattcaaaac
gggaacttac
agaaactata
tttttttita
tataacaaag
cgtgetgect
agtcaggagt
aaaacttage
dEECAEZaga
tecactecag
ctatagtete
gcatttaaag

tactgacagt
ttctetettt
catcaaccte
tacttagaaa
gccttcaact
agageegaga
acaagtctag
taatttctaa
aatagaaaag
atttaacaca
ataaacatac
atgcaatgtt
tgagaaaatt
tacaaaagct
aaaattcaaa
aggtcagaga
aaagccttea
aacttcagta
ataacacect
agaagcaagt
aaaatttaag
attttacttt
ctcaaggctt
atttgagtag
atatatacet
aagctttage
ttegaaccate
atacteacta
ataggegaca
aattatgaga
acatttttee
cacgcctata
tcaagaccag
ceeacgtast
atcecttgaa
ccteggaaac
cagggtecac
acagaagett
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ttgtattete aatgcaecca
aagttatttt tcccctagec
ttaggectea teccettect
aggcagaaaa catttctata
gagatatttt caccaaagtc
gacttecage gtacteaaae
tetaagaaag ttgctitaga
aagctittema agagtteace
ttattcataa agtctacttc
catataagaa ttatacgaaa
aaagtagaaa acataageta
aacatattat ctetttttta
aatgteatca aaacgttaaa
ccteagaagt caacataaat
catgtttcaa gaaatcagtt
cctaaaactt taattccttc
gcaataaaat actaaggata
tetcttcaca gaaagettta
gagaggttte atttttatct
ttctatattt acttictaaa
atactatacc ttitgatage
aaaatgtttc tattccaaat
taaactttte ggttattttt
tcatttectt gtgcatectt
aatactaaca catacagata
cagtaagaat ttttcagaaa
acatctetta ctetetcaat
aaétcaacta ctatcacate
tacaatteac aggatctica
aactgactag gcagcatttt
taaccacagc agtatttaaa
atcccageac tttgggagec
cctgaccaac atggtgatac
ggcgracacce tctataatca
cctgggagec agaggtigca
agagcgagac tccgteteaa
tttaaatgta ttactttcte
ctatccatgt attaattaet

53

aaacaataaa
ccacaaacag
atceccteca
actgattcca
ttttttattt
ggagaagtige
agagtccaaa
ataattttaa
aacattttta
gcctacaaaa
tttaagaaat
aaaaatcsca
gaattcttae
cattaatatt
ctagatatag
ccttctctet
caaaatttaa
ctattcactg
aaacagttaa
gegegcaatt
ctcataaaca
ttetgagcag
acacaaaaat
ctaaaataga
tacatetttt
gttagcagag
aagagtctat
acatcaateg
aaagegaaaa
ttcaaaagea
aaacaaaaat
caaggcagat
cccgteteta
cagctactca
gtgagecgag
aaaataaaaa
aactgatate
tacctatete

acaaaaccca
agtcaaaata
tactegttca
aagtatagaa
actttttttt
ageagtattc
geatggctea
gactgaatte
caaaagataa
tagtatgece
aattatctac
aagcageaaa
gectataaaa
teccageaca

atataaaaga

ttgaatagta

aagcacatta
tctgtaggat
gtatttttct
tcaaaagaat
cagggttcct
agtttataag
atttcaetec
aaaacaaaaa
tcactzteaa
tcagtcaaaa
agaagaatca
agaaatgaag
teatcttttt
gettcaaaac
ttaggccere
ggatcacctg
ctcaaaatac
ggaggcteae
atcaceccet
aataaaaaaa
gaaaaagtta
aacaacttaa

3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180



tatctacate
tacteagaaa
tttctagecat
catgatattt
gctatanate
atcaacaate
aggctaactt
tatattagaa
tteaacacac
ttatageeat
aattacaaat
tececttoca
ctatccgcaa
ttatttatga
ttaatcctsgt
ttcaaaaatt
atgtaagcag
geategacce
tacaatttag
taccteagte
ttaaaaagea
agtcaaacte
3a33aaagec
gtgcactatt
cagaaatttt
agatagetce
aactagtttt
agaaggaact
tttccaacaa
gtcttcaaag
gatgtaaaca
gtacccttac
gataatteca
tteccagagt
ttctaatatt
gctcgageat
ctatzeegca
gatgaggcce

ctttcttace
acagtatttt
ccccaaattt
tcagtgataa
ctatgaaact
acctaccact
aagtacatca
tcatagtcte
tataccectt
gataacaage
aattttttaa
aataaaataa
tcgeacatet
atggaattit
tgcttagcte
tectttatet
aagaagagta
ttcaaageta
cccagetags
caaaatacaa
ttcaatagca
taaatactat
cctggaatat
actatgetct
tttataaaca
tegeatttga
aageccacaa
taccaaaatt
tgctgtaaac
accaaaagca
aatatcataa
cageccclea
geecctegee
gcacaactec
caactatcca
ctacattcct
aatcttigaa
acacatgcce
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atttatgaag
gcctacaaaa
ttaaaactte
tcaattcace
gttaaagtag
gatacaactt
accatatgta
taaatcceag
tccaaaatct
cttaaagcce
aatacatgct
ttctaaacag
actttgtaca
taaatgeact
aagctaagca
tectegtagca
tticagagec
aaagaaatag
tetctttite
catecttaaa
cccaagcaaa
tatgttacca
teataacate
tcacttaage
ttagcataac
aaatgtattt
caccgattce
aaaatgzaata
caaataaatt
aagctracct
acactgaaaa
ataaagctac
ttaaagaatce
tttaaaaaaa
ttatttatat
gacaccgact
atctgaaaca
ggacctt

aacttttata
tagacaaaat
gacacaaaac
taacactaac
ctatattcat
gacttacagt
tttataaagc
EgEaaaaaac
caactactet
taaatcatac
caacatecca
tectetetac
gtcaaagact
tactcaaaat
gagctgtaat
cetectecte
agctccttee
geeccateca
atctattact
taaagectec
acactttatt
aaagcaaaag
ttagccagat
atagttetac
tetacacaaa
ttcagacatt
ataaacaagt
atagtattte
gteaaactta
atttatttet
gtacacttac
agatettast
cctatcaagt
aaaaactttc
ataaatgtte
attagcaaaa

cagecacaaa

54

tgtattatct catttagtct
tcaaagcaga tttatcaaac
tttacaagca accacagtag
agagtttcaa aggaccatst
ctttatgcag ttactgttac
tcaagaatct cagtctttec
cgagtgecta aaaattgate
tacaagaagt ctaaaatttt
atatcctatt tetattaata
caactacttt tgtttataac
cteatcaaca caagactaat
caagggccag aatccttata
tcactttcaa gtagcaaaca
ctttctgeaa ctttaagete
aagtagcaag accctcaaaa
gatageattt agagatcttc
agaagactga ataggaaaaa
tcacttatac cttctaaaaa
actccagttc cacaaagact
aaaattetet aaaaactaag
atgegoagee aageaatgte
tcteatgtia aaaaaaaaaa
gtttetgttt tgagaacttt
atctacaaac ettttaaeta
attteetett tgccatgaaa
tttaatgace ccetaaaata
aaagacagaa gaagagaata
cagtaaaaat gtagtaacag
aaaaaggaag RAERRERCCA
attgcttaga gtraacacca
atggtttage ctcaatttca
gagaactcgc tcaaaaagea
gaacctgtga aaagacttce
atcagcccaa attaatctga
ttecctetet aactttecca
atscacaact ccttccccag
gitcactgtc aaggccazgt

6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
76800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
B280
8340
8400
8427



10

15

<210> 6

<211> 1704

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fragmento A

<400> 6

getaccacce
tegttcatcte
gtacegtgec
geacegeete
graaggtesa
graaggacag
agcacaaget
gcttcaacag
cecagtgect
aaaattaagt
gesestegta
tteggaacca
ggttcaagee
caggctcace
getctecaac
acagegcetza
teettacece
tcttoccttc
tecetttage
gtgatggttc
agtccacgtt
cggtctatte
agctgattta
tggaaagtce
agcaaccagg
tctcaattag
geecagttce
cgaggecace
agecttttec

<210>7

<211>1120

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

aagcteecta
cctgctecte
cgccecctee
catggtatac
caacgeccte
cacctacage
gtacgectge
grgegagtst
ctectagece
tecatcattt
tggagcaagg
agctggagte
attctectee
taatttttgt
tectaatetce
accactgcte
cagcgtgace
cttteteace
gticcgattt
acgtagtege
ctttaatagt
ttttgattta
acaaaaattt
ccaggctece
tetezaaagt
tcagcaacca
gcccattete
tctecctete
aaaaagctce
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getaagette
tegatctcce
gtettcatct
ctgcteaata
cagtecgeea
ctgageagea
gagetgacce
tagggecccg
tegaagttge
tetcteacta
gecaagttgg
cagtggcaca
ctcagectee
tttttteeta
aggtgatcta
cacgcgccct
gctacactte
acgttesccr
agtgctttac
ccatcgccct
ggactcttet
taagggattt
aacgcgaatt
cagcaggcag
ccecagecte
tagtcecgce
ceccccatee
agctattcca
CREE

ctagegccac
gcecatatge
tececceete
acttctacee
actcccagea
cccteacect
accagggcct
tttaaacges
cactccagts
ggtgtecttc
gaagacaace
atctteecte
cgagttette
gagacgeeet
cccaccttee
gtagcegcgc
ccagegecect
getttecees
ggcacctega
gatagacget
tccaaacteg
tecceatttc
aattctetee
aagtatecaa
CCCABCAEEC
cctaactece
ctgactaatt
gaagtagtea

55

categtegcts
cgatategte
Cgacgageag
cagagaggce
gagcegtgace
gagcaaasgce
gagcteecee
tggcateect
cecaccagee
tataatatta
tetagggcct
actgcaatct
ggattccage
ttcaccatat
cctceccaaat
attaageece
agegeceget
tcaagetcta
ctccaaaaaa
ttttcgcect
aacaacactc
gecctattee
aatgtetetc
agcatgcatce
agaagtatec
cccatcecge
ttttttattt
geagectttt

cagacccage
atgattaaac
ctgaagtccs
aaggtgcagt
gagcaggaca
gactacgaga
glcaccaaga
gtgaccccte
ttgtcctaat
tegggtgeag
gcggsgtcta
ccecctectg
catgcatgac
tggccagect
tectgegatt
gcegeteteg
cetttegctt
aatcgesgec
cttgattagg
tteacettee
aacectatcet
ttazaaaats
agttageste
tcaattagtc
aaagcategca
ccctaactce
atgcagaggc
ttggaggcct

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1704



<220>
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<223> sefial de IgG1 humana + constante de IgG1 humana

<400> 7

tectagegee
getectgage
gtcttccece
ctegtcaage
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REIVINDICACIONES

1. Un polinucleétido que consiste en una secuencia de polinucledtido representada por la SEC ID N°: 2 en el listado
de secuencias.

2. Un polinucleétido que comprende al menos 3000, 2000 o 1500 nucledtidos consecutivos de una secuencia de
polinucleétido representada por la SEC ID N°: 2 en el listado de secuencias, en el que el polinucleétido es un
fragmento parcial de la SEC ID N°: 2 y tiene una actividad de potenciar la expresion de un gen exdgeno.

3. Un polinucledtido que consiste en una secuencia de polinucleétido que tiene una homologia del 95 % o mas o del
99 % o mas respecto de la secuencia de polinucleétido del polinucleétido de acuerdo con las reivindicaciones 102y
que tiene una actividad de potenciar la expresion de un gen exdgeno.

4. Un polinucleétido que consiste en una secuencia de polinucleétido que contiene dos o mas de las secuencias de
polinucleétido del polinucledtido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 y que tiene una
actividad de potenciar la expresion de un gen exdgeno.

5. Un polinucleétido que consiste en una secuencia de polinucleétido que contiene:

- al menos una de las secuencias de polinucleétido del polinucleétido de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3;y
- al menos uno de

(a) una secuencia de polinucleétido representada por la SEC ID N°: 1 en el listado de secuencias, secuencia
que tiene una homologia del 95 % o mas respecto de la misma o un fragmento parcial de cualquiera de las
dos;

(b) una secuencia de polinucleétido representada por la SEC ID N°: 3 en el listado de secuencias, secuencia
que tiene una homologia del 95 % o mas respecto de la misma o un fragmento parcial de cualquiera de las
dos;

(c) una secuencia de polinucledtido representada por la SEC ID N°: 4 en el listado de secuencias, secuencia
que tiene una homologia del 95 % o mas respecto de la misma o un fragmento parcial de cualquiera de las
dos; y/o

(d) una secuencia de polinucleétido representada por la SEC ID N°: 5 en el listado de secuencias, secuencia
que tiene una homologia del 95 % o mas respecto de la misma o un fragmento parcial de cualquiera de las
dos;

y que tiene una actividad de potenciar la expresion de un gen exégeno.
6. Un vector que comprende un elemento de ADN que tiene la secuencia de polinucleétido de:

(i) un polinucleétido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5;

(i) un polinucleétido que comprende al menos 3000, 2000 o 1500 nucledtidos consecutivos de una secuencia de
polinucledtido representada por la SEC ID N° 2 en el listado de secuencias y que tiene una actividad de
potenciar la expresion de un gen exégeno;

(iii) un polinucledtido que comprende una secuencia de polinucleétido que tiene una homologia del 95 % o mas o
del 99 % o mas con la secuencia de polinucleétido del polinucledtido que consiste en al menos 3000, 2000 o
1500 nucleodtidos consecutivos de una secuencia de polinucleétido representada por la SEC ID N°: 2 en el listado
de secuencias y que tiene una actividad de potenciar la expresion de un gen exdgeno; o

(iv) un polinucleétido que consiste en una secuencia de polinucledtido que contiene dos o mas de las secuencias
de polinucledtido del polinucleétido que comprende al menos 3000, 2000 o 1500 nucledtidos consecutivos de
una secuencia de polinucleétido representada por la SEC ID N°: 2 en el listado de secuencias y que tiene una
actividad de potenciar la expresion de un gen exdgeno.

7. Un vector de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que el vector es un vector de expresion de un gen exégeno
que comprende ademas un gen exdgeno, y en el que el elemento de ADN se posiciona con respecto al gen exégeno
de una manera funcionalmente eficaz.

8. El vector de expresion de un gen exégeno de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que la proteina codificada por
el gen exdgeno es una proteina multimérica o una proteina hetero-multimérica.

9. El vector de expresion de un gen exdgeno de acuerdo con la reivindicacion 8, en el que la proteina codificada por
el gen exdgeno es una proteina hetero-multimérica y es un anticuerpo o un fragmento funcional del mismo.

10. Una célula transformada en la que:

a) se ha introducido el vector de acuerdo con la reivindicaciéon 6 y un gen exégeno, o
b) se ha introducido el vector de expresién de un gen exdégeno de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 7 a 9.
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11. La célula transformada de acuerdo con la reivindicacién 10, en la que la célula es una célula cultivada
procedente de un mamifero preferentemente en la que la célula cultivada es una célula que se selecciona de entre el
grupo que consiste en células COS-1, células 293, y células CHO.

12. La célula transformada de acuerdo con la reivindicacién 10 u 11, en la que la proteina codificada por el gen
exogeno es una proteina multimérica o una proteina hetero-multimérica.

13. La célula transformada de acuerdo con la reivindicacion 12, en la que la proteina codificada por el gen exégeno
es una proteina hetero-multimérica y es un anticuerpo o un fragmento funcional del mismo.

14. Un procedimiento de produccion de una proteina caracterizado porque comprende cultivar la célula
transformada de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 13 y obtener la proteina codificada por el
gen exogeno a partir del producto de cultivo resultante.

15. Un procedimiento para potenciar la expresion de un gen exdégeno en una célula transformada en la que se ha
introducido un gen exdgeno o un vector de expresion de un gen exdgeno, caracterizado porque usa:

(i) un polinucleétido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5;

(i) un polinucledétido que comprende al menos 3000, 2000 o 1500 nucledétidos consecutivos de una secuencia de
polinucledtido representada por la SEC ID N° 2 en el listado de secuencias y que tiene una actividad de
potenciar la expresion de un gen exégeno;

(iii) un polinucledtido que comprende una secuencia de polinucleétido que tiene una homologia del 95 % o mas o
del 99 % o mas respecto de la secuencia de polinucledtido del polinucleétido que consiste en al menos 3000,
2000 o 1500 nucledtidos consecutivos de una secuencia de polinucleétido representada por la SEC ID N°: 2 en el
listado de secuencias y que tiene una actividad de potenciar la expresion de un gen exdgeno;

(iv) un polinucledtido que consiste en una secuencia de polinucledtido que contiene dos o mas de las secuencias
de polinucledtido del polinucleétido que comprende al menos 3000, 2000 o 1500 nucledtidos consecutivos de
una secuencia de polinucleétido representada por la SEC ID N°: 2 en el listado de secuencias y que tiene una
actividad de potenciar la expresion de un gen exdgeno; o

(v) un vector de acuerdo con la reivindicacién 6 o un vector de expresion de un gen exégeno de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9.

16. El uso de:

(i) el polinucledtido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5;

(i) un polinucledétido que comprende al menos 3000, 2000 o 1500 nucleétidos consecutivos de una secuencia de
polinucledtido representada por la SEC ID N° 2 en el listado de secuencias y que tiene una actividad de
potenciar la expresion de un gen exégeno;

(iii) un polinucledtido que consiste en una secuencia de polinucledtido que tiene una homologia del 95 % o mas o
del 99 % o mas respecto de la secuencia de polinucleétido del polinucleétido que comprende al menos 3000,
2000 o 1500 nucledtidos consecutivos de una secuencia de polinucleétido representada por la SEC ID N°: 2 en el
listado de secuencias y que tiene una actividad de potenciar la expresion de un gen exdgeno;

(iv) un polinucleétido que consiste en una secuencia de polinucledtido que contiene dos o mas de las secuencias
de polinucledtido del polinucleétido que comprende al menos 3000, 2000 o 1500 nucledtidos consecutivos de
una secuencia de polinucleétido representada por la SEC ID N°: 2 en el listado de secuencias y que tiene una
actividad de potenciar la expresion de un gen exdgeno; o

(v) un vector de acuerdo con la reivindicacion 6, para potenciar la expresion de un gen exdgeno en una célula
transformada.
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