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DESCRIPCION
Secuencias promotoras inducibles con frio

La presente invencion se refiere a secuencias reguladoras y promotoras en acidos nucleicos aislados y casetes de
expresion.

Hoy en dia, la mayor parte de los biofarmacos de proteinas recombinantes son producidos en células de mamifero.
El sistema de expresién de Ovario de Hamster Chino (CHO) es la plataforma de produccion dominante para la
fabricacion de tales proteinas complejas. Las células se pueden hacer crecer a densidades celulares elevadas en
cultivos en suspension libres de suero, permitiendo un facil aumento a escala en biorreactores, son capaces de
procesar fielmente las proteinas deseadas y han obtenido la aprobacién de las autoridades reguladoras puesto que
tienen un largo historial de uso seguro. En la practica a menudo resulta dificil obtener elevados rendimientos del
producto recombinante. Los esfuerzos para optimizar sistemas de expresion de mamifero se han centrado
principalmente en el proceso y la mejora de la linea celular, pero otra diana para la mejora del proceso aguas arriba
constituye el constructo de vector genético que tiene un impacto significativo. Para la produccion, los genes
recombinantes se transfectan normalmente en células diana en forma de constructos de ADNc en el contexto de un
casete de expresion activo en mamifero para permitir la transcripcion del gen heterdlogo. El constructo de ADN es
reconocido por la maquinaria de transcripcion celular en un proceso que implica la actividad de muchos factores de
transcripcion (TF) que actuan en trans en los elementos reguladores en cis, incluyendo potenciadores, silenciadores,
aislantes y promotores. Los ADNc sin intrones normalmente producen niveles bajos de ARNm transcrito en el
citoplasma, puesto que el empalme y el transporte al citoplasma estan funcionalmente ligados. Con el fin de elevar
los niveles de ARNm del gen recombinante, muchos vectores incluyen una secuencia intrénica que se localiza
generalmente entre el promotor y el inserto de ADNc.

El promotor del gen es el elemento clave y esta involucrado en todos estos niveles de regulacion, actuando como
factor determinante en la transcripcion de genes mediante la integracion de las influencias de la secuencia de ADN,
la unién al factor de transcripcidon y las caracteristicas epigenéticas. Se determina la fuerza y duracion de la
expresion transgénica que esta codificada por el vector plasmidico. Los promotores mas comunes utilizados para
dirigir la expresion de genes heterdlogos en células de mamifero son el promotor temprano inmediato principal de
citomegalovirus (CMV) de ser humano y de ratén, utilizados preferentemente con sistemas de células anfitrionas
tales como CHO y NSO. Confieren una expresion fuerte a corto plazo y se ha demostrado que son robustos en varios
tipos de células, incluyendo células CHO y NSO. Su fuerte actividad se debe a la presencia de multiples reiteraciones
de varios sitios de union a factores de transcripcion dentro del promotor y de la regién potenciadora aguas arriba.
Otros promotores virales tales como el promotor temprano inmediato de SV40 y el promotor de la larga repeticion
terminal (LTR) del Virus del Sarcoma de Rous (RSV), también se utilizan con frecuencia en casetes de expresion.
Mientras el vector de transferencia esta en una fase episomal el constructo no esta sujeto a los mismos mecanismos
de control que un gen enddégeno. Después de la integracion satisfactoria en un locus funcional, estos promotores
virales pueden representar una elevada expresion constitutiva de la proteina deseada. Sin embargo, esta expresion
en exceso comprende una fuerte carga sobre el metabolismo celular y la maquinaria de sintesis de proteinas y por lo
tanto puede inducir reacciones de estrés excesivo, tales como la respuesta de la proteina desplegada (UPR) o la
respuesta al estrés ER. Estos fendmenos perjudican el correcto procesamiento de las proteinas recombinantes y
pueden conducir a la induccién de apoptosis. Otro problema se refiere a la dependencia del ciclo celular de estos
promotores, y la actividad transcripcional mas alta se observa en la fase S, lo que conduce a una variaciéon extrema
de célula a célula en la cantidad de proteina recombinante expresada. Ademas, estos elementos genéticos virales
no son parte de la red de regulacion de la célula anfitriona y, a menudo estan sujetos a silenciamiento génico. En lo
que se refiere a la opinidn publica y a las preocupaciones generales de bioseguridad también seria mas aceptable el
uso de promotores no virales en casetes de expresion en lugar de elementos procedentes de secuencias virales.

Algunas de estas reacciones negativas en principio, podria evitarse si se utilizaran promotores y elementos
reguladores especificos del anfitrion. Entre los promotores especificos de la célula mejor conocidos se encuentran
los de los genes constitutivos que codifican transcritos celulares transcritos abundantemente, tales como beta-actina,
factor de elongacion 1 alfa (EF-1 alfa), o ubiquitina. En comparacién con los promotores virales, no se sabe
suficiente acerca de muchos promotores de mamiferos, ya que la expresion de genes eucaridticos es mas compleja
y requiere una coordinacion precisa de muchos factores diferentes. Aunque la actividad de estos promotores puede
ser algo mas baja que la del promotor de CMV, se mantiene su integridad funcional dentro de la red celular.
Asimismo, confieren una expresion sostenida del transgén y los niveles de expresion a largo plazo son mas
estables. Un ejemplo satisfactorio representa el promotor del factor-1 de elongacién derivado de CHO (CHEF-1) que
se ha descrito por dirigir la expresion de alto nivel en células de mamifero (documento WO 98/49289 A1). Otro
aspecto importante en relaciéon con el uso de elementos reguladores endégenos para la expresion del transgén es la
generacion de ARNm estable y esa expresion puede tener lugar por consiguiente en el entorno nativo de la célula
anfitriona donde se proporcionan los factores de transcripcion que acttan en trans.

Dado que la expresion de genes eucariéticos es controlada por una maquinaria compleja de elementos reguladores
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que actuan en cis y en trans, la mayoria de los promotores celulares padecen una falta de caracterizacion funcional
extensiva. Un promotor eucariota normalmente se encuentra localizado inmediatamente aguas arriba de su
secuencia transcrita y sirve como punto de inicio de la transcripcion. El promotor central rodea inmediatamente el
sitio de inicio de transcripcion (TSS) que es suficiente para ser reconocido por la maquinaria de transcripcion. El
'‘promotor proximal' comprende la region aguas arriba del promotor central y contiene el TSS y otras caracteristicas
de secuencia requeridas para la regulacion transcripcional. Los factores de transcripciéon actuan de una manera
especifica de la secuencia mediante la unién a los motivos reguladores de la secuencia promotora y potenciadora
activando de este modo la cromatina y las enzimas modificadoras de las histonas que alteran la estructura del
nucleosoma y su posicion, lo que finalmente permite el inicio de la transcripcion. La identificaciéon de un promotor
funcional depende principalmente de la presencia de elementos potenciadores asociados aguas arriba o aguas
abajo. Como promedio, la secuencia de -300 a -50 nucleétidos de TSS contribuye positivamente a la actividad
promotora central y los supuestos elementos negativos a menudo se localizan de 1000 y 500 pares de bases aguas
arriba del TSS. Estas caracteristicas determinan en gran medida el éxito de la identificacién de un nuevo promotor.

Las estrategias alternativas para alcanzar una alta expresion de la proteina recombinante se basan en un aumento
del nimero de copias del transgén y/o en la proteccion del constructo recombinante del silenciamiento génico.
Dependiendo de los métodos de transfeccion aplicados y de la presion selectiva, se generan subclones con mayores
niveles de expresion. Un factor central que influye y regula la expresion génica es la estructura dinamica de la
cromatina celular. La modificacion de las histonas, que sirve como marcador epigenético para eventos celulares,
activa las enzimas adicionales y los reguladores transcripcionales que pueden alterar la estructura de la cromatina y
la expresion génica. Por ejemplo, la integracion aleatoria en la heterocromatina altamente compacta y muy metilada
puede conducir a una expresion escasa o nula de la proteina recombinante. Estos elementos cromosoémicos que se
encuentran cerca del sitio de integracion del vector de transferencia pueden dar lugar al silenciamiento génico,
también conocido como efecto de posicién. Un efecto promotor de la transcripcién estda mediado por los aislantes
que son elementos de barrera que pueden proteger los genes de las influencias de su entorno cromosoémico y por lo
tanto prevenir la inactivacion del gen. Las regiones de unién a la matriz (MAR) o los elementos de apertura de la
cromatina (UCOE) son otros motivos dentro de las secuencias no codificantes de los cromosomas eucariéticos que
organizan estructuralmente la cromatina del nucleo. Son capaces de unirse especificamente a las proteinas
nucleares especificas y juegan un papel importante en la regulacion de la expresion génica. Todas las estrategias
mencionadas para aumentar los niveles de transcripcion de los transgenes pueden verse beneficiadas cuando se
utilizan combinadas con promotores especificos de células recientemente identificados. Esto puede reducir
significativamente el tiempo y los costes de seleccion de los clones recombinantes debido al escrutinio de un nimero
mas pequefio de transfectantes y a unos periodos de ciclo mas cortos necesarios para la amplificacion de genes.
Estos nuevos elementos reguladores tienen el potencial de aumentar la productividad especifica de la célula y
mejorar aun mas el rendimiento del sistema.

EBI Datenbank Num. de Acc. AC097705 y el documento WO 99/19481 A2 proporcionan secuencias de Rattus
norvegicus que comprenden una multitud de genes individuales.

Kumar N. et al., y col, BMC Biotechnology 8(42) (2008): 1-13 describen un experimento de electroforesis en gel de
dos dimensiones para identificar la expresion diferencial de proteinas en un experimento de cambio de temperatura
en células CHO. Se identificaron los genes GANAB, ALDH, DPYSL2, RBM3 y Vimentina como diferencialmente
expresados en funcion de las condiciones de cultivo y la temperatura.

Al-Fageeh M. et al., Biochem J 397 (2006): 247-259 se refieren a las respuestas de choque de frio en las células de
mamiferos y levaduras.

Kaufmann H. et al, Biotechnology and Bioingeneering 63(5) (1999): 573-582 describen los efectos de la reduccion de
la temperatura sobre la fosforilaciéon de proteinas en células CHO.

Zervos E.E. et al., J. Surgical Res 135 (2006): 317-322 se refieren a analisis de expresion diferencial en el cancer.

Por lo tanto, un objetivo de la presente invencion es obtener nuevas secuencias promotoras adecuadas para la
expresion de genes recombinantes en células de mamifero con altos niveles de expresion y sin los inconvenientes
mencionados anteriormente.

Por lo tanto, la presente invencién proporciona una molécula de acido nucleico aislada que comprende i) una
secuencia de SEQ ID NO: 1 o un fragmento de la misma que comprende del nt 579 al nt 800 del SEQ ID NO: 1, o ii)
una secuencia que tiene una identidad de al menos 70% con dicha secuencia del SEQ ID NO: 1 o una secuencia
que tiene una identidad de al menos 90% con un fragmento de la misma que comprende del nt 579 al nt 800 del
SEQ ID NO: 1, en donde las secuencias de i) y ii) tienen una actividad promotora, en donde la molécula de acido
nucleico comprende hasta 30.000 nucleédtidos. Los aspectos de la invenciéon se definen adicionalmente en las
reivindicaciones. La invencién ha encontrado sorprendentemente que los fragmentos de la secuencia promotora de
la invencion de SEQ ID NO: 1 también son activos. Por lo tanto también se proporcionan moléculas de acido
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nucleico que comprenden una secuencia promotora del nucleétido (nt) 579 al nt 800 del SEQ ID NO: 1, o que
comprenden una secuencia que tiene una identidad de al menos 90% con dicha secuencia promotora. Estas
secuencias de la molécula de acido nucleico por lo general facilitan la actividad del promotor del gen (también
referidas por lo tanto como "secuencias promotoras"). El término "promotor" se refiere a una secuencia de ADN que
funciona para dirigir la descripcion de un producto génico, p. €j., que codifica una proteina recombinante, que esta
conectada operablemente al mismo. El promotor puede incluir o no secuencias de control tales como secuencias
reguladoras de la transcripcion o de la traduccién, que participan en la expresion de un producto génico dado. En
general, las secuencias reguladoras de la transcripcion y la traducciéon incluyen, pero no se limitan a la secuencia
promotora, pueden incluir el elemento de respuesta de ADN para una proteina reguladora de la transcripcion, los
sitios de unioén al ribosoma, las secuencias de inicio y parada de la transcripcion y secuencias potenciadoras o
activadoras. Por lo general, un promotor también comprende una o mas secuencias que se unen a las proteinas
reguladoras de la transcripcion ("proteina de unién al ADN"). Las proteinas reguladoras de la transcripcion en
general se unen directamente a tales elementos de respuesta de ADN, sin embargo, en algunos casos la unién a
ADN puede ser indirecta por medio de la unién a otra proteina que a su vez se une a, o esta unida al elemento de
respuesta de ADN.

El SEQ ID NO: 1 de la invencién se ha aislado en forma de elementos de secuencia de ADN novedosos para el
control de la transcripcion de genes en células de ovario de hamster chino (CHO) y otras células anfitrionas de
mamifero. Las secuencias descritas pueden funcionar como elementos promotores transcripcionalmente activos y
permitir la expresion de los genes expresados de forma transitoria o estable.

La invencion describe la identificacion y la aplicacion de nuevos elementos de secuencia de ADN de mamiferos que
pueden reemplazar promotores virales convencionales que actualmente se utilizan en la mayoria de los vectores de
expresion eucariéticos. La ventaja principal de la invencion es la capacidad de permitir la expresion de genes a un
nivel mas alto en comparacion p. ej., con el promotor de SV40 viral utilizando, elementos reguladores que actian en
cis, autdlogos, especificos de células.

Una ventaja de los promotores enddgenos es su inclusion y su integridad funcional dentro de la red celular del
anfitrién. Por lo tanto, confieren niveles estables de expresion del transgén robustos y estables a largo plazo y
muchos de los problemas descritos observados con los actuales casetes de expresién de mamiferos se pueden
prevenir. La transcripcion tiene lugar en el medio natural de la célula anfitriona que genera un ARNm recombinante
estable y por lo tanto se proporcionan correctamente los factores de transcripcion que actdan en trans.

Se encontré sorprendentemente que el SEQ ID NO: 1 de la invencion y sus secuencias homologas relacionadas, asi
como sus fragmentos activos, en particular, la porcion de la secuencia promotora del nt 579 al nt 800 del SEQ ID
NO: 1 o del nt 579 al nt 910 del SEQ ID NO: 1, tienen una actividad del promotor del gen dependiente de la
temperatura. En particular, las moléculas de acido nucleico de la invencion pueden tener una expresion del gen
condicionalmente inducible a una temperatura reducida que da como resultado niveles de transcripcion del gen
aumentados significativamente en comparacion con la actividad basal a una temperatura convencional. Semejante
actividad dependiente de la temperatura puede ser particularmente ventajosa para controlar la actividad de la célula
en ciertas fases durante la expresion de las proteinas recombinantes. Puede ser deseable reducir la expresion en
una fase inicial durante un cultivo de células, p. ej., multiplicar las células y en una fase de produccion posterior
aumentar la expresion del gen recombinante. Esto puede ser facilitado por un cambio de temperatura hacia
temperaturas mas bajas mediante el uso de los promotores de la invencion. Es particularmente ventajoso lograr este
aumento de la productividad en condiciones de cultivo de baja temperatura que normalmente reducen el
metabolismo celular general, p. ej., de procesos competitivos pero sorprendentemente no la expresion de
secuencias codificantes unidas operablemente a las secuencias promotoras de la invencion.

Un "promotor" o una "secuencia que tiene actividad promotora" es una region de ADN que facilita la transcripcion de
un gen particular. La transcripcion es el proceso de generacion de un ARN del gen o la secuencia codificante del gen
durante la expresion génica. La transcripcion se puede estimar faciimente, p. €j., experimentalmente en lineas
celulares de expresion de ensayo tales como células CHO, mediante la determinacion de la expresion de una
secuencia codificante de un gen conectado operablemente al promotor. Las secuencias promotoras pueden ser
sometidas a ensayo en analisis de indicadores de luciferasa. El promotor de la presente invencion puede actuar
modulando la expresion de cualquiera de dichas secuencias codificantes de cualquier gen. Asi, la presente
invencion también se refiere a genes quiméricos, que comprenden cualquier secuencia promotora de la presente
invencion conectada operablemente a cualquier secuencia codificante que vaya a ser expresada. El promotor puede
ser sensible a la temperatura, es decir, la cantidad de transcritos generados y/o de productos génicos expresados se
modifica con la temperatura. Los promotores de la invencién pueden haber aumentado la actividad de la expresién
génica cuando la temperatura se disminuye por debajo de 37°C. En realizaciones preferidas, la expresion difiere en
un factor de al menos 1,2, preferiblemente al menos 1,4, particularmente preferiblemente al menos 1,6, entre la
expresion a 37°C y a 33°C.

Segun se utilizan en la presente memoria, los términos "conectado operablemente" o "situado operablemente" con
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respecto a un producto génico o una secuencia codificante, p. €j., en un casete de expresion, representan una
secuencia que tiene una actividad promotora de la invencidon que esta en una relacion funcional con otro
componente de nucledtidos de la molécula de acido nucleico. Por ejemplo, un promotor o potenciador esta
conectado operablemente a una secuencia codificante si afecta a la transcripcion de la secuencia codificante.
Semejante conexion operable puede consistir, por ejemplo, en proporcionar el promotor de la invencién en la misma
molécula de ADN que la secuencia codificante para un gen (que actua en cis). De manera particularmente preferida,
las secuencias promotoras se encuentran aguas arriba de las secuencias codificantes, es decir, en la posicion 5' de
la secuencia codificante. El promotor puede estar, p. €j., al menos 1, al menos 10, al menos 30, al menos 50, al
menos 100, al menos 150, al menos 200, al menos 250, al menos 300, al menos 400, al menos 500 nucleétidos
aguas arriba de la secuencia codificante o directamente adyacente. En combinacion con esto, o independientemente
de ello, la secuencia promotora puede estar a menos de 5.000, menos de 4.500, menos de 4.000, menos de 3.500,
menos de 3.000, menos de 2.500, menos de 2.000, menos de 1.500, menos de 1.000, menos de 750, menos de
500, menos de 250, menos de 100 nucledtidos aguas arriba de la secuencia codificante. Un intervalo preferido es
que el fragmento desde el 579 nt al nt 800 del SEQ ID NO: 1 o su homdlogo esté de 300 a 1000 nts aguas arriba de
una secuencia codificante.

Un "fragmento” es una secuencia que comprende una parte de una secuencia completa de la que deriva, que no
comprende toda la secuencia de la secuencia completa. Un fragmento de acuerdo con la presente invencion puede
comprender una secuencia promotora, p. €j., de al menos 100 nt (nucleétidos), al menos 120 nt, al menos 140 nt, al
menos 160 nt, al menos 180 nt, al menos 200 nt, al menos 220 nt, o al menos 240 nt, al menos 260 nt, al menos 280
nt, al menos 300 nt, al menos 350 nt o al menos 400 nt, correspondiente a las secuencias de la invencion descritas
en la presente memoria, en particular del SEQ ID NO: 1 o sus secuencias homdlogas.

Las posibles aplicaciones para la invencién comprenden el desarrollo de lineas celulares altamente expresadas que
se basan en promotores de genes no virales, en particular células CHO, para la produccion de proteinas
recombinantes incluyendo productos biofarmacéuticos.

Como se muestra en los ejemplos, las secuencias promotoras activas se han aislado de una biblioteca que codifica
ADN genémico de CHO mediante hibridaciéon de colonias utilizando sondas marcadas de genes seleccionados. La
secuencia procede generalmente de regiones aguas arriba 5' del respectivo gen CHO. Las secuencias promotoras
pueden ser sometidas a ensayo en analisis de indicadores de luciferasa. Tales analisis generalmente comprenden
colocar el promotor en una relacion funcional, p. €j., aguas arriba 5' como se menciond anteriormente, con respecto
a una secuencia codificante de luciferasa en un vector de expresion y transfectar las células anfitrionas adecuadas,
preferiblemente células CHO con este vector. Un promotor activo es capaz de dirigir la expresion de la enzima
luciferasa que a su vez puede ser detectada por métodos comunes. Preferiblemente, el promotor de la invencién
induce la expresion del producto génico al menos 3 veces por encima de un nivel de fondo de secuencias no
promotoras. Los dominios funcionales pueden ser identificados y caracterizados mediante el constructo de diferentes
mutantes por truncamiento y delecién. Las secuencias descritas se caracterizaron sorprendentemente, ademas, por
una capacidad para aumentar los niveles de expresion basales bajo unas condiciones ambientales definidas, tales
como una temperatura mas baja, como capacidad funcional preferida de las secuencias de la invencion. La
invencion también proporciona vectores y anfitriones que utilizan tales promotores.

Se ha encontrado que no es necesario todo el SEQ ID NO: 1 para la actividad del promotor del gen. De hecho, un
fragmento desde el nt 579 al nt 800 del SEQ ID NO: 1 era muy activo. Otros fragmentos del SEQ ID NO: 1 que
componen preferiblemente la molécula de acido nucleico de acuerdo con la presente invencién son del nt 1 al nt
1505 (SEQ ID NO: 1 completo),del nt 1 al nt 1334, del nt 1 al nt 1294, del nt 1 al nt 1206, del nt 1 al nt 910, del nt 1
al nt 763, del nt 450 al nt 1167, del nt 450 al nt 1425, del nt 115 al nt 910, del nt 231 al nt 910, del nt 450 al nt 910,
del nt 579 al nt 910, del nt 1 al nt 800, del nt 450 al nt 800, del nt 115 al nt 800, del nt 231 al nt 800, del nt 450 al nt
800, y por supuesto, del nt 579 al nt 800 del SEQ ID NO: 1. Los promotores particularmente preferidos de la
molécula de acido nucleico de la invencién se ilustran en las Tablas 4 y 6. Cualquier fragmento de la secuencia
promotora de la invencién del SEQ ID NO: 1 puede comenzar en la posicién 1, 115, 231, 344, 450 o la posicion 579.
Los fragmentos pueden ser de hasta 763, 800, 910, 1167, 1206, 1294, 1334, 1425, 1505 nucledtidos del SEQ ID
NO: 1 o cualquier combinaciéon de los mismos. Estas secuencias se denominan posteriormente secuencias
promotoras. Se proporcionan otros fragmentos preferidos de acuerdo con la presente invencion, con una identidad
de 100% o al menos 70% como se describe adicionalmente en la presente memoria, que son del SEQ ID NO: 26 3
y que corresponden a estos fragmentos enumerados anteriormente para el SEQ ID NO 1. Tales fragmentos o
posiciones de fragmentos "correspondientes" en una molécula de acido nucleico se pueden determinar por medio de
programas de alineamiento de secuencias tales como Clustal W, utilizando preferiblemente los parametros por
defecto. Semejante alineamiento de secuencias se muestra en la Fig. 4B.

La presente invencion se refiere ademas a secuencias homdlogas a estas secuencias promotoras de la invencion
del SEQ ID NO: 1y sus fragmentos que tienen una identidad de al menos 70% con cualquiera de estas secuencias
promotoras. En realizaciones preferidas estas secuencias pueden tener una identidad de al menos 75%, una
identidad de al menos 80%, una identidad de al menos 85%, mas preferiblemente una identidad de al menos 90%,
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una identidad de al menos 95%, una identidad de al menos 98%, una identidad de al menos 99% o una identidad de
100% con dichas secuencias promotoras. Tales secuencias homologas son, por ejemplo el SEQ ID NO: 2 y 3 (Fig.
4B).

Otras secuencias homologas son secuencias que hibridan con dichas secuencias promotoras en condiciones
rigurosas (o sus cadenas complementarias para conservar la relacion de la secuencia con la secuencia de los
fragmentos del SEQ ID NO: 1: como tal). Las condiciones rigurosas pueden incluir el lavado a aproximadamente
65°C en un tampon que contiene aproximadamente 2 x SSC y aproximadamente SDS al 1% o condiciones
equivalentes.

Estas secuencias homologas, secuencias divergentes con identidad de al menos 70%, o secuencias de hibridacion,
puede relacionarse con cualquiera de las secuencias promotoras de la invencion (fragmentos del SEQ ID NO: 1 o el
SEQ ID NO: 1 completo). Preferiblemente, la identidad o la hibridacion de 90% se mide en comparacion con los
nucledtidos 579 al nt 800 del SEQ ID NO: 1 o cualquiera de los intervalos de nucleétidos anteriormente
mencionados, p. €j., del nt 1 al nt 1505, del nt 1 al nt 1334, del nt 1 al nt 1294, del nt 1 al nt 1206, del nt 1 al nt 910,
del nt 1 al nt 763, del nt 450 al nt 1167, del nt 450 al nt 1425, del nt 115 al nt 910, del nt 231 al nt 910, del nt 450 al nt
910, del nt 579 al nt 910, del nt 1 al nt 800, del nt 450 al nt 800, del nt 115 al nt 800, del nt 231 al nt 800, del nt 450 al
nt 800, y por supuesto, del nt 579 al nt 800 del SEQ ID NO: 1.

La identidad de secuencia se refiere a la identidad de secuencia de acido nucleico entre dos o mas secuencias,
cuando se alinean utilizando un programa de alineamiento de secuencias. La referencia para medir la identidad de
secuencia es el SEQ ID NO: 1 o sus fragmentos como se mencioné anteriormente. La secuencia puede comprender
una desviacién o modificacion de estas secuencias promotoras de la invencién, en particular, una mutacién de acido
nucleico, en particular una sustitucion, adicion o delecién de acido nucleico. Las busquedas de secuencias se llevan
a cabo preferiblemente utilizando el programa BLASTN cuando se evalua el % de identidad de la secuencia de acido
nucleico dada en relacion con secuencias de acido nucleico de promotores homologos. BLASTN se puede ejecutar,
p. €j., utilizando parametros por defecto con una penalizacion de hueco abierto de 11,0 y una penalizacion por hueco
extendido de 1,0 y utilizando la matriz BLOSUM-62.

La molécula de acido nucleico de la presente invencion puede ser ADN o ARN o una combinacién de los mismos,
tales como mezclas o acidos nucleicos hibridos. En otras realizaciones preferidas, la molécula de acido nucleico esta
aislada y/o purificada.

La molécula de acido nucleico puede comprender ademas elementos reguladores adicionales, p. €j., potenciadores,
supresores o aislantes conectados operablemente al promotor de la invencién o a una secuencia codificante que
esta conectada operablemente a secuencias de la invencidon que tienen la actividad del promotor del gen. La
expresion génica se puede modificar aun mas por medio de elementos adicionales. Preferiblemente, estos
elementos son inducibles, por ejemplo mediante cambios de temperatura o ciertos productos quimicos para
aumentar el control de la expresion génica. Los potenciadores de la transcripcién a menudo se encuentran a una
distancia considerable de los promotores diana pertinentes. Otros tipos de potenciadores pueden estar situados en
la proximidad de un promotor dado. En realizaciones preferidas las moléculas de acido nucleico comprenden un
elemento de caja TATA, particularmente preferiblemente una porciéon de secuencia de la secuencia TATAA. También
se prefiere una molécula de acido nucleico de la presente invencién que comprende un elemento de unién a NF-KB,
particularmente preferiblemente que comprende una porciéon de secuencia de las secuencias TGGACAGTCC,
GGGACGTCC o GGGACAGTCC. También se prefiere la presencia de al menos un elemento de unién Sp1 en la
molécula de acido nucleico de la invencion, preferiblemente una porcién de secuencia de las secuencias GGGCGT o
GGGCGG. En realizaciones aun mas preferidas la molécula de acido nucleico comprende dos o mas de tales sitios
de unioén Sp1. En otras realizaciones preferidas, la molécula de acido nucleico de la invencion comprende una, dos o
mas secuencias o fragmentos de las mismas que tienen actividad promotora. Mediante la repeticion de las
secuencias promotoras de la invencién es posible un aumento de la actividad.

En realizaciones preferidas, las porciones de nucleétidos adyacentes a las secuencias de la invencién son ricas en
GC con un contenido de G y C de al menos 51%, al menos 52%, o al menos 53%, preferiblemente al menos 54%,
preferiblemente al menos 55%, particularmente preferiblemente al menos 56%, al menos 57% o al menos 58%,
sobre un area de, p. €j., 10 nucledtidos, 20 nucleétidos, 30 nucleotidos, 40 nucleétidos, 50 nucleétidos, o mas. Los
nucleétidos adyacentes pueden estar, p. gj., a 50, o a 100, o a 200, o a 300, o a 400 nucledtidos de las secuencias
de la invencién que tienen actividad promotora de genes. En los casos de las secuencias homdlogas que tienen una
cierta identidad de secuencia, p. €j., una identidad de al menos 70%, con las secuencias promotoras de la invencién
de SEQ ID NO: 1 o sus fragmentos, o las secuencias que hibridan, también pueden tener secuencias adicionales
que tienen un elevado contenido en GC, que comprende preferiblemente al menos 51%, preferiblemente al menos
52%, al menos 53%, al menos 54%, al menos 55%, al menos 56%, al menos 57%, o al menos 58%, de G y C.
Aunque un elevado contenido de GC puede ser importante para la actividad promotora, se prefiere que las
modificaciones de las secuencias promotoras de la invenciéon sean sometidas a ensayo con los sistemas de ensayo
descritos. En particular, parece que normalmente no es necesario un elemento universalmente requerido dentro de
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los promotores para la actividad promotora por lo que hay una alta posibilidad de variar las secuencias de la
invencion y todavia retener la actividad del promotor.

En un segundo y tercer aspecto de la presente invenciéon se proporcionan secuencias promotoras basadas en los
SEQ ID NO: 2 y 3. Los SEQ ID NO: 2 y 3 proporcionan secuencias homélogas a las del SEQ ID NO: 1 de la
invencion con elementos estructurales y/o actividades similares. La descripcion anterior y las realizaciones preferidas
para el SEQ ID NO: 1 por lo tanto también se aplican para el SEQ ID NO: 2 y el SEQ ID NO: 3. Por ejemplo, la
descripcion proporciona por lo tanto una molécula de acido nucleico aislada que comprende una secuencia del SEQ
ID NO: 2 o 3 o fragmentos de la misma, teniendo dichos fragmentos una actividad promotora o comprendiendo una
secuencia que tiene una identidad de al menos 70% con dicha secuencia del SEQ ID NO: 2 o 3 o dichos fragmentos
de la misma, o comprendiendo una secuencia que hibrida con dicha secuencia del SEQ ID NO: 2 o 3 o dichos
fragmentos de la misma en condiciones rigurosas, en donde las secuencias tienen actividad promotora.

Preferiblemente, el acido nucleico de la invencidon se proporciona en una forma adecuada para una facil
manipulacion, por ejemplo, con una longitud limitada. La molécula de acido nucleico puede por lo tanto excluir
secuencias gendmicas o grandes fragmentos gendmicos. En realizaciones de la invencion, la molécula de acido
nucleico comprende hasta 30.000 nts (nucledtidos), o preferiblemente hasta 25.000 nts, hasta 20.000 nts, hasta
15.000 nts, hasta 12.500 nts, hasta 10.000 nts, hasta 9.000 nts, hasta 8.000 nts, hasta 7.000 nts, hasta 6.000 nts. En
realizaciones preferidas, la molécula de acido nucleico esta flanqueada por sitios de restriccion de endonucleasa en
su extremo 5'y/o 3'.

En una realizacién adicional de la presente invencion, se proporciona un casete de expresion que comprende i) una
secuencia del SEQ ID NO: 1 o un fragmento de la misma que comprende del nt 579 al nt 800 del SEQ ID NO: 1, o ii)
una secuencia que tiene una identidad de al menos 70% con dicha secuencia del SEQ ID NO: 1 o una secuencia
que tiene una identidad de al menos 90% con un fragmento de la misma que comprende del nt 579 al nt 800 del
SEQ ID NO: 1, o iii) una secuencia que hibrida con el complemento de dicha secuencia del SEQ ID NO: 1 o un
fragmento de la misma que comprende del nt 579 al nt 800 del SEQ ID NO: 1 en condiciones rigurosas, en donde
las secuencias de i), ii) y iii) tienen una actividad promotora, o una secuencia de un acido nucleico como se define
anteriormente y una secuencia de un producto génico (es decir, una secuencia codificante) en donde la secuencia
de la invencién se coloca operablemente para la expresion de la secuencia codificante. El casete de expresion
puede ser también aislado y/o purificado. Tales casetes de expresion se pueden proporcionar p. €j., en un vector
adecuado para la transfeccién de una célula anfitriona. También, el casete de expresion se puede proporcionar en
un genoma modificado de una célula anfitriona. EI genoma puede ser modificado, por ejemplo, mediante técnicas
recombinantes, en particular procedimientos de activacion ("knock-in") o suministro de un cromosoma artificial.

Preferiblemente, el casete de expresion de la invenciéon se proporciona en una forma adecuada para una facil
manipulacién, p. ej., con una longitud limitada. El casete de expresion puede por lo tanto excluir secuencias
gendmicas o grandes fragmentos gendmicos. En realizaciones preferidas, el casete de expresion comprende hasta
30.000 nts, hasta 25.000 nts, hasta 20.000 nts, hasta 15.000 nts, hasta 12.500 nts, hasta 10.000 nts, hasta 9.000
nts, hasta 8.000 nts, hasta 7.000 nts, hasta 6.000 nts. En realizaciones preferidas, el casete de expresién esta
flanqueado por sitios de restriccion de endonucleasa en su extremo 5' y/o 3'.

En otras realizaciones preferidas, el casete de expresion comprende secuencias de intrones que no se traducen y se
escinden entre la transcripcion y la traduccion. Tales secuencias de intrones pueden estar situadas, p. €j., entre una
secuencia promotora y un codén de inicio de una secuencia codificante o dentro de la secuencia codificante. Se ha
encontrado que tales secuencias de intrones pueden aumentar la expresion de genes debido a una relacion
mecanica con el procesamiento del transcrito.

En un aspecto adicional de la invencion, se proporciona un vector que comprende: i) la secuencia del SEQ ID No: 1
o un fragmento de la misma que comprende del nt 579 al nt 800 del SEQ ID NO: 1, o ii) una secuencia que tiene una
identidad de al menos 70% con dicha secuencia del SEQ ID NO: 1 o una secuencia que tiene una identidad de al
menos 90% con un fragmento de la misma que comprende del nt 579 al nt 800 del SEQ ID NO: 1, o iii) una
secuencia que hibrida con el complemento de dicha secuencia del SEQ ID NO: 1 o un fragmento de la misma que
comprende del nt 579 al nt 800 del SEQ ID NO: 1 en condiciones rigurosas, en donde las secuencias de i), ii) y iii)
tienen una actividad promotora, o una secuencia de una molécula de acido nucleico como se define mas arriba. El
vector también puede comprender el casete de expresion mencionado anteriormente. Este puede ser aislado y/o
purificado. Preferiblemente, el vector es un vector funcional bioldgico tal como un vector de expresion.

La secuencia de la invencion que tiene actividad promotora del gen se coloca preferiblemente flanqueando un sitio
de endonucleasa. Esto permite una facil clonaciéon de las secuencias codificantes en este vector conectado
operablemente a las secuencias de la invencién con actividad promotora.

En un aspecto adicional de la invencioén las moléculas de acido nucleico, los casetes de expresion o los vectores se
pueden utilizar para la expresion de un producto génico. Un ejemplo es un método de expresion de un producto
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génico, preferiblemente una proteina, que comprende la transfeccién de una célula aislada o una linea celular en un
casete de expresion de acuerdo con la invencion y la expresion del producto génico, que opcionalmente comprende
ademas el aislamiento del producto génico expresado. En particular, la invencion proporciona una utilizacion in vitro
de una secuencia de un acido nucleico que comprende i) una molécula del SEQ ID NO: 1 o un fragmento de la
misma que comprende del nt 579 al nt 800 del SEQ ID NO: 1, ii) una secuencia que tiene una identidad de al menos
70% con dicha secuencia del SEQ ID NO: 1 o una secuencia que tiene una identidad de al menos 90% con un
fragmento de la misma que comprende del nt 579 al nt 800 del SEQ ID NO: 1, o iii) una secuencia que hibrida con el
complemento de dicha secuencia del SEQ ID NO: 1 o un fragmento de la misma que comprende del nt 579 al nt 800
del SEQ ID NO: 1 en condiciones rigurosas, en donde las secuencias de i), ii) y iii) tienen una actividad promotora,
para la expresion de un producto génico.

Una célula anfitriona adecuada para la expresion de un producto génico es, por ejemplo, una célula de mamifero,
ave, planta o insecto. Preferiblemente, las células son eucariéticas. En realizaciones particularmente preferidas la
célula es una célula de un roedor tal como una célula de ratén o rata y preferiblemente una célula de hamster. La
célula puede ser de cualquier tejido, preferiblemente una célula de ovario, en particular una célula CHO. Para los
sistemas de expresion de células individuales, preferiblemente las células son de un cultivo celular continuo.

En una realizacion adicional, la invencién se refiere a una célula obtenible por un método de este tipo, asi como una
célula que comprende una molécula de acido nucleico o un casete de expresién o un vector como se ha definido
anteriormente. En realizaciones preferidas, el acido nucleico, el casete de expresion o el vector se integran de forma
estable en el genoma de dicha célula. Alternativamente, también es posible incorporar estos acidos nucleicos,
casetes de expresion o vectores de forma transitoria. Un aspecto adicional de la invencion se refiere a una molécula
de acido nucleico que comprende una secuencia complementaria a una de las secuencias de la invencién que
tienen actividad promotora del gen, en donde la molécula de acido nucleico comprende hasta 30.000 nucledtidos.
Dicha molécula complementaria generalmente se une a la secuencia de la invencion. Tales secuencias
complementarias pueden ser utilizadas, por ejemplo, para unirlas de manera estable a la secuencia de la invencion
que tiene actividad promotora del gen, p. €j., para controlar la expresion de un gen. Tras la unién estable de dicha
secuencia complementaria, la expresién puede potenciarse o suprimirse, en particular suprimirse. La molécula de
acido nucleico con la secuencia complementaria puede ser de cualquier tipo de nucleétido, preferiblemente tipos de
nucledétidos que se unen fuertemente a una molécula de ADN con la secuencia de la invencion que tiene actividad
promotora. Tales tipos de acidos nucleicos con alta capacidad de unién son, por ejemplo, ARN, LNA (acidos
nucleicos bloqueados) o PNA (acidos péptido nucleicos).

La presente invencion se refiere ademas a un método in vitro de control de la expresion de un producto génico por
un casete de expresion como se define anteriormente, que comprende administrar a una célula con el casete de
expresion una molécula de acido nucleico con una secuencia complementaria como se mencioné anteriormente.

La presente invencion se refiere adicionalmente a un método in vitro para el control de la expresién de un producto
génico por medio de un casete de expresion de acuerdo con la invencidon en una célula que comprende la
modificacion de la temperatura de dicha célula. Por lo general, las células utilizadas para expresar un gen, en
particular células de mamifero, se cultivan a 37°C. Se encontré sorprendentemente que las secuencias promotoras
de la invencién son sensibles a la temperatura, y son adecuadas para aumentar la actividad de la expresion génica
cuando la temperatura se hace disminuir por debajo de 37°C. Para modificar la temperatura, la temperatura puede
ser regulada, por ejemplo, por debajo de 36°C, por debajo de 35°C, por debajo de 34°C o por debajo de 33°C.
Preferiblemente, la temperatura es al menos suficiente para mantener la viabilidad de las células y el metabolismo,
p. €j., al menos 10°C, al menos 12°C, al menos 15°C, al menos 17°C, al menos 20°C, al menos 22°C, al menos
24°C, al menos 26°C, al menos 28°C, al menos 30°C.

La presente invencion se ilustra adicionalmente mediante las siguientes figuras y ejemplos sin estar limitada por los
mismos.

Figuras:

Fig. 1: Tamafo de la UTR 3' flanqueante del gen CHO S100a6 codificado en el clon lambda entre los sitios T7
y del cebador B/D;

Fig. 2
A: Region de la secuencia no traducida 5' del gen CHO S100a6 que comprende 1505 nucledtidos aguas
arriba del codén de inicio ATG;
B: Proteina A6 de unién a calcio s100 de Mus musculus, 1-1505 pb aguas arriba del codén de inicio ATG;
C: Proteina de unioén a calcio A6 S100 de Rattus norvegicus, 1-1505 pb aguas arriba del codén de inicio
ATG;

Fig. 3: Valores de expresion de luciferasa normalizada de todos los constructos de promotores a 37°C y 33°C
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24 horas después de la transfeccion;

Fig. 4
A: alineamiento de secuencia no traducida 5' del gen S100a6 entre raton, rata y de hamster chino (CHO).
Se indican NF-kB, dos sitios de union Sp1 y una secuencia de caja TATA,;
B: Alineamientos de secuencia multiple CLUSTAL W (1.81)
Secuencia 1: CHO (cg) 1.505 pb
Secuencia 2: ratéon (mm) 1.505 pb
Secuencia 3: rata (rn) 1.505 pb
Secuencias (1: 2) Alineadas. Puntuacion: 76
Secuencias (2:3) Alineadas. Puntuacion: 86
Secuencias (1:3) Alineadas. Puntuacion: 73

Fig. 5: Actividad luciferasa de 5 constructos diferentes del promotor S100a6 en comparaciéon con dS16, +C
(pGL3-P: control positivo) y -C (pGL3-P: control negativo). La actividad Luciferasa se midié 24 horas después
de la transfeccion de muestras a 37°C y 33°C. Todas las actividades relativas de luciferasa se normalizaron a
la actividad de luciferasa de Renilla. Se muestra el promedio de dos experimentos independientes con
muestras triplicadas para cada constructo;

Fig. 6: Se midi6 la actividad luciferasa de productos lisados de células CHO 24 horas después de la
transfeccion. Las actividades de luciferasa se normalizaron a los valores de luciferasa de Renilla. Se muestra el
promedio de cuatro experimentos independientes, cada uno con muestras por triplicado, para cada constructo.

Ejemplos:

Para la identificacion de candidatos promotores se investigaron perfiles de expresion globales y haciendo hincapié
en los transcritos muy abundantes que se expresan de forma constitutiva. Estos datos se obtuvieron a partir de
resultados de expresion de genes en micromatrices de especies cruzadas de diversos clones CHO que fueron
cultivados en diferentes condiciones. Se analizé6 una coleccién de aproximadamente 80 muestras diferentes para
garantizar un numero representativo de experimentos. Los niveles de abundancia de los transcritos se evaluaron de
acuerdo con la intensidad media de la sefial de cada gen. Después se generd una lista de prioridades de todos los
transcritos candidatos utilizando un método de calculo que permite la prediccion de promotores eucariéticos a una
escala gendmica. La base de datos Orthologous Mammalian Gene Promoter (OMGProm) es una herramienta para la
busqueda de una coleccidon de promotores de genes ortdlogos humanos y de ratén conocidos que se obtienen de
fuentes que incluyen GenBank, DBTSS, Ensembl, dbEST y RefSeq. La disponibilidad de las secuencias de genes
ortélogos permite la comparacioén entre especies para identificar las regiones centrales que estan conservadas entre
las especies. Los elementos de secuencia ortdlogos entre ser humano y ratén probablemente tendran una mejor
oportunidad para mostrar la misma funcién también en células CHO ya la regulacion transcripcional es un
mecanismo conservado evolutivamente. Una vez que se identifica una secuencia candidato se llevan a cabo analisis
de delecién identificados sobre las regiones promotoras sospechosas en los constructos plasmidicos y se
transfectan a células anfitriona cultivadas in vitro. Este método experimental también fue empleado con el fin de
caracterizar las secuencias aisladas. Ademas, la expresion diferencial de genes en células CHO se estudié a
temperaturas mas bajas (33°C) y se compar6 con la temperatura de cultivo convencional (37°C). A partir de estos
datos se seleccionaron varios genes con niveles de expresion al menos 1,5 veces mayores que el control. Se
analizaron de manera preferente los genes con un nivel de expresion elevado antes de la reduccién de la
temperatura.

La identificacion de la secuencia gendémica se logré mediante el escrutinio de una biblioteca de fagos lambda
(Stratagene) que codifica fragmentos de ADN genémico de CHO con un tamaiio entre 9 kb y 23 kb. Las regiones de
ADN que abarcaban aguas arriba y aguas abajo de la sefial de inicio de la traduccién (TSS) se aislaron utilizando
sondas marcadas especificas de genes.

Ejemplo 1: Evaluacion in silico de candidatos promotores

Se utilizé la base de datos Orthologus Mammalian Gene Promoters (OMGProm) para buscar los motivos promotores
y los sitios supuestos de inicio de transcripcion en una region de 2 kb aguas arriba de genes ortélogos humanos y
de ratén. Esta comparacion entre especies se llevdé a cabo para identificar las regiones conservadas con funciones
similares y homologia de secuencia de ADN con la correspondiente secuencia de CHO del gen S100a6 (proteina A6
de unidn a calcio S100, calciclina, Agilent ID: A_51_P281089; genebank: NM_011313; ID Gen: 20200).

Ejemplo 2: Escrutinio de una biblioteca genémica de CHO

Se escrutd una biblioteca genémica de CHO-K1 en vector Lambda FIX Il (Stratagene Inc., La Jolla, Calif.) con una
sonda de ADNc que codificaba el gen S100a6 de hamster chino. La secuencia de ADNc con un tamafio de 256
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pares de bases se amplificé con la transcriptasa inversa Superscript® Il (Invitrogen) y el uso de cebadores S100B
(5'-ATGGCATGCCCCCTGGATCAG-3 ') y S100F (5-CATTGTAGATCAAAGCCAAGG-3'). Se llevdé a cabo la
reaccion de RT utilizando 250 ng de ARN total de CHO en un volumen de 20 ul. Se amplificaron adicionalmente dos
microlitros del producto de reacciéon por medio de una ronda de PCR a 98°C durante 30S para la desnaturalizaciéon
inicial, 34 ciclos de 98°C durante 10 s, 60°C durante 30 s y 72°C durante 15 s, seguido de una extension final a 72°C
durante 5 min utilizando ADN polimerasa Phusion (Finnzymes) y cebadores de S100B y S100F. El producto de la
RT-PCR amplificado se purificé en gel, se secuencié y se marcaron 100 pg con DIG-dUTP en una reaccién de
marcaje con un volumen final de 50 pl utilizando el kit PCR DIG Probe Synthesis (Roche). Se llevaron a cabo todos
los procedimientos de clonacion, como se ha descrito (Sambrook y Russel 2001; paginas 1.84-1.97, 1.119-1.122,
5.4-5.17 y 8.1-8.53), las enzimas de restriccion y otras enzimas modificadoras se adquirieron de New England
Biolabs (NEB, USA) y se utilizaron de acuerdo con las recomendaciones del fabricante.

Para una placa (145 mm) que se utilizé para el escrutinio y la hibridacion de placas, se infectaron Escherichia coli
XL1-Blue MRA (P2) (600 ul de DO600 = 0,5 células diluidas con MgSO4 10 mM) con 10 yl de 50.000 unidades
formadoras de placa durante 20 minutos a 37°C. A continuacion, se afadieron 7 ml de agar superior NZY a ~ 50°C,
se mezclaron y se extendieron sobre una placa de agar NZY precalentada (37°C). Las placas se hicieron visibles
después de 8 horas de incubacién a 37°C. Después de la formacion de placas, las placas de cultivo se almacenaron
al menos 2 horas a 4°C, se transfirieron sobre membrana de nailon (Roche), se desnaturalizaron y se neutralizaron.
La etapa de preparacion de los cultivos en placa y realizacion de las transferencias de placa se realizé de acuerdo
con el manual de instrucciones para Lambda FIX Il Library (Stratagene).

Antes de la hibridacién, el ADN se fij6 a la membrana de nailon por coccion a 80°C durante 2 horas. La
prehibridacion (39°C durante 1 hora) y la hibridacion (39°C durante la noche) se llevaron a cabo en la misma
solucion, tampén convencional (5x SSC, 0,1% (p/v) N-lauroilsarcosina, SDS al 0,02% (p/v) y reactivo de bloqueo al
1%). Se utilizaron diez mililitros de tampén convencional que contenia 10 pl de sonda producto de PCR marcado con
DIG para la hibridacién de una membrana de nailon. Las membranas se lavaron dos veces con tampoén de lavado de
baja rigurosidad (2x SSC, SDS al 0,1%) a temperatura ambiente, seguido de tampon de lavado de alta rigurosidad
(0,5 x SSC, SDS al 0,1%) a 65°C. Después del lavado y el bloqueo, la solucion de anticuerpo (Anti-Digoxigenina-AP
(Roche) diluida 1:10.000 en solucion de bloqueo) se afiadié a la membrana para permitir que el anticuerpo se uniera
a la sonda marcada con DIG. Las membranas se lavaron, se equilibraron, se cubrieron con CDP-Star (NEB) y se
expusieron a Lumi-Imager (Roche) para la deteccion con un analisis quimioluminiscente. Todas las etapas después
de realizar las transferencias de placa se realizaron de acuerdo con el manual de aplicacion de DIG (Roche).

El clon verdadero positivo se confirmé mediante una segunda y una tercera etapa de escrutinio. Un area cuadrada
de agar correspondiente a la ubicacién del clon positivo del primer escrutinio se recogio y se utilizé para un segundo
escrutinio. A continuacion, los clones positivos fueron recogidos de nuevo utilizando puntas de pipeta de 1 ml. En la
Ultima etapa de escrutinio, se utilizd también una sonda que codificaba la segunda secuencia del exé6n del gen
S100a6. Tenia un tamarfio de 135 pares de bases y se sintetizaba mediante el uso de los cebadores S2exB (5'-
ATGGCATGCCCCCTGGATCAG-3 ") y S2exF (5'-GCCAATGGTGAGCTCCTTCTG-3'). La purificacion del ADN de
lambda del clon positivo se realizd con un kit Lambda (Qiagen Inc) y luego se utilizé el ADN en reacciones de PCR
con T3, T7 y varios cebadores especificos de genes S100a6 (para mas detalles véase la Tabla 1) para verificar la
presencia y la ubicacion del gen. El ADN de lambda se secuencié por medio de GATC Biotech.

Tabla 1: Secuencia de los cebadores usados para confirmar la presencia y la ubicacion de
S100a6 en el vector lambda

Cebador | Secuencia (5-3") Direccion/ubicacion del cebador
CTCCTTTGGCTCTTCGCTGTC | efector/exon 1
ATGGCATGCCCCCTGGATCAG | efector/exon 2
CCTTCTTGTGGCCATCTTCC | efector/exon 2
CTGAGATTGCAAGGCTGATGG | efector/exon 3
GCCAATGGTGAGCTCCTTCTG |inverso/exon 2
CATTGTAGATCAAAGCCAAGG |inverso/exon 3

Mmoo W >

Ejemplo 3: Constructos de promotores

De acuerdo con la informacion de la secuencia del ADN de lambda, se amplificaron dos fragmentos solapantes de la
region no codificante 5' del gen S100a6 por medio de PCR. Los fragmentos se produjeron mediante el uso de 1 de
los 2 cebadores efectores: -1425B (5'-GATGATggtaccGGAAGAAGCGAGT-TAGACAG-3 ') y -1167B (5'-
GATGATggtaccTACGGTGTGAAGCAGCAGTG-3') junto con el cebador inverso -450F (5-GATGATaagcttAGACC -
CCAGTGTAGACCACC-3"). Las PCR se realizaron en un volumen de reaccion de 50 pl que contenia 1x tampodn
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Phusion HF, 0,2 mM de cada dNTP, 0,5 uM de cada cebador, 1 unidad de ADN polimerasa Phusion (Finnzymes) y 1
ng de ADN de lambda como molde. Se utilizd el termociclador T3 en las siguientes condiciones de ciclacién de PCR:
desnaturalizacion inicial a 98°C durante 2 min, 30 ciclos de 98°C durante 10 s, 60°C durante 15 s y 72°C durante 45s
seguidos por una extension final a 72°C durante 7 min. Los productos de PCR amplificados se clonaron en pGL3-
basic (Promega) en los sitios Kpnl-Hindlll, creando pGL3-S3 y pGL3-S4. Los constructos resultantes se
secuenciaron para verificar la secuencia de inserto correcta en el vector.

Con el fin de localizar el promotor central de S100a6 mas precisamente, se generd un conjunto de constructos de
delecion 5', que abarcaba la regiéon de ~ 1,5 kpb aguas arriba del gen S100a6, por medio de PCR con el uso del
cebador inverso (-1) F junto con 1 de los 11 cebadores sentido enumerados en la Tabla 2. El nimero de nucleétidos
en el nombre de los cebadores es relativo al codén de inicio ATG.

Tabla 2: Secuencia de los cebadores utilizados para producir los constructos de vectores indicadores con deleciones
seriadas 5' de la secuencia promotora de S100a6.

Cebador Secuencia (5-3")

Cebador efector

(-1505)B GATGATggtaccGCATGCTGGCTGGGCTGGG
(-1343)B GATGATggtaccTGAGACAGGGTTTTATATAGCC
(-1294)B GATGATggtaccGGATCAACCTACTGAGCTATAT
(-1206)B GATGATggtaccCACAAGTATTTACACTGAGATTC
(-910)B GATGATggtaccATGCCGGAGTCACGAGTCAC
(-763) B GATGATggtaccAGAGGCGTGGAAAACTGAGG
(-683)B GATGATggtaccACTCCTTGGGCGGGCCTC
(-663)B GATGATggtaccGGATGCTAGCCGCTATAAGG
(-534)B GATGATggtaccAGGTCGGCTCCTGGGCTGG
(-322)B GATGATggtaccTAGGGCGGCTCCCCGAGT
(-256)B GATGATggtaccTCGCAGTGTGTGGTCCTGTC
Cebador inverso

-1F GATGATaagcttAATTGACCACTGGGCTAGAAG

Veinticinco microlitros de mezcla de PCR contenian 1x tampdn ndm. 1, 0,2 mM de cada dNTP, 1 mM de MgCl2, 0,4
MM de cada cebador, 1 unidad de ADN polimerasa de Hifi KOD (Novagen) y 1 ng de ADN de lambda como molde.
Los ciclos fueron como sigue: 95°C durante 2 min, 30 ciclos de 98°C durante 15 s, 58°C durante 5 segundos y 72°C
durante 20 s, extension final a 72°C durante 5 min. Los 11 productos de PCR se clonaron en pGL3-basic en los
sitios Kpnl-Hindlll y se secuenciaron. Los constructos resultantes se designaron de pGL3-dSp1 a pGL3-dSp11
acuerdo con el tamario de la delecién partiendo del constructo completo derivado con el cebador

(-1505) B al mas pequeiio obtenido con el cebador (-256) B.

Con un segundo conjunto de constructos con delecién 3', se determind la secuencia promotora minima que se
requiere absolutamente para una actividad completa. En experimentos anteriores, se demostré que region de la
secuencia aguas arriba 5' mas alla de la posicion del nucleétido -910 con respecto al codén de inicio de la traduccion
ATG no es esencial para contribuir positivamente a la fuerza del promotor. Se generaron varios constructos por
medio de PCR con el uso del cebador efector (-910) B junto con 1 de los 7 cebadores inversos que se enumeran en
la Tabla 3.
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Tabla 3: Secuencia de los cebadores utilizados para generar los constructos de vectores indicadores
con deleciones seriadas 3'.

Cebador Secuencia (5-3")

Cebador inverso

S-Hindlll (-115) -F | GATGATaagcttTCAGGGATGTAAGAACGGAAGC
S-Hindlll (-231) -F | GATGATaagcttCTTCCTGACAGGACCACACAC
S-Hindlll (-344)-F | GATGATaagcttGCTTGCCTGGCACAACCAAGC
S-Hindlll (-461) -F | GATGATaagcttTAGACCACCCGCGGAACCCG
S-Hindlll (-579)-F | GATGATaagcttGGCAGGTAGACAGCGAAGAGC
S-Hindlll (-651) -F | GATGATaagcttGCGGCTAGCATCCGGGAGG
Cebador efector

(-910)B GATGATggtaccATGCCGGAGTCACGAGTCAC

Ejemplo 4: Cultivo de células y analisis de transfeccion transitoria

Se cultivaron células CHO con deficiencia de dihidrofolato-reductasa (ATCC; CRL-9096) en medio de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM) y medio F12 de Ham mezclados en una proporcion de 1:1 (Invitrogen, Carlsbad,
USA) con un suplemento de L-glutamina 4 mM, Pluronic al 0,1% (p/v), soja-peptona al 0,25% (p/v), 13,60 mg/l de
hipoxantina y 3,88 mg/l de timidina, a 37°C en CO2 al 7%. Las células se dividieron rutinariamente 1:6 dos veces a
la semana y se utilizaron para analisis de transfeccion transitoria.

Los plasmidos construidos se transfectaron o co-transfectaron junto con el vector indicador de luciferasa de Renilla
pRL-SV40 (Promega) en células CHO dhfr- mediante el uso de Nucleofector de Amaxa (Lonza). Las células se
transfirieron a un tubo de 15 ml a la cantidad de 4x10° células por una muestra de nucleofeccion y se centrifugaron a
1000 rpm durante 10 min. Después de que el sobrenadante se eliminara por completo, las células se resuspendieron
con la mezcla nucleofeccion que contenia 10 ug de ADN plasmidico, 1 ug de pRL-SV40 en 100 pl de solucion de
NucleofectorTM. La muestra se transfiri6 a una cubeta y luego se sometié a Nucleofector para la electroporacion.
Después de la transfeccion, las células se transfirieron a medio de cultivo pre-calentado en placas de 6 pocillos y se
incubaron a 37°C o cuando fue necesario, las células se mezclaron bien antes de la divisién 1:1 en dos placas de 12
pocillos y se incubaron a 33°C y 37°C para la investigacion del cambio de temperatura. Las actividades luciferasa se
midieron en un luminémetro Biotek Synergy 2 (soporte l6gico Gen5) utilizando el Dual-Luciferase Reporter Assay
System (Progema) de acuerdo con las instrucciones del fabricante preferentemente después de 24 horas vy,
opcionalmente, en los puntos temporales de 48 6 72 horas después de la transfecciéon. Para normalizar la eficacia de
transfeccion, se expresé la actividad del promotor de cada constructo como la razén de la actividad luciferasa de
luciérnaga con respecto a la actividad luciferasa de Renilla. Se utilizaron pGL3-Basic y pGL3-Promoter como
vectores positivos y negativos, respectivamente.

Ejemplo 5: Resultados

La secuencia activa promotora se identificd por hibridacion del ADN del fago con una sonda marcada con DIG
especifica para la secuencia codificante del gen S100a6 de CHO. La secuencia de ADN se enriquecio y se purificd a
partir de un solo clon del fago después de tres rondas sucesivas de escrutinio en placa. El tamafo del fragmento
gendmico insertado se determind por medio de diferentes etapas de amplificacion por PCR utilizando el cebador D
especifico para el exén-3 y el cebador B especifico para el exdn-2 (véase la Tabla 1) junto con el cebador del vector
de T7 (5'-TAATACGACTCACTATAGGG-3'") especifico para la unién al promotor T7 dentro del sitio de clonacion
multiple del ADN de lambda. Los resultados revelaron la presencia de aproximadamente 6 kb de la secuencia no
traducida 3' del gen S100a6 de CHO (Fig. 1). Las dos bandas especificas estan marcadas por flechas. Las
reacciones de amplificacién utilizando cebadores de exén antisentido combinados con el cebador de promotor de T3
no proporcionaron un producto especifico, presumiblemente debido a la regién flanqueante gendmica mas grande
en este sitio.

Ejemplo 6: Cartografia y diseccién del promotor

Puesto que el promotor central y las secuencias adicionales que contribuyen positivamente a la actividad del
promotor estan generalmente ubicados a menos de 500 pares de bases aguas arriba de la sefial de inicio de la
traduccion, se investigaron esta region y un fragmento sustancialmente mayor de la secuencia no traducida 5' y
varios mutantes de la misma. Las secuencias completas seleccionadas (SEQ ID NO: 1-3) que son analizadas se
muestran en la Fig. 2.
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El gen S100a6 consiste en tres exones, de los cuales el exén-1 no esta traducido. En el exdn-2 el codon de inicio de
la traduccion ATG esta situado en el nucleétido 25 y la traduccion se termina en la posicion 132 del ex6n-3 cerca del
final de la secuencia del ARNm. Los exones estan intercalados con dos intrones, el intrén-1 que tiene un tamafio de
550 nucledtidos y el intrén-2 que consiste en 287 nucledtidos. La organizacion estructural del gen de CHO es similar
a la de ratén y ambos, el exdn-2 y el exén-3 son idénticos en tamafio entre hamster y ratén. La homologia de
secuencia de la region codificante entre el ratén y CHO representa el 94%, mientras que los intrones s6lo muestran
una homologia promedio de 77%.

Se pronostican dos sitios de inicio de la transcripcion dentro de la secuencia en la Fig. 2 por medio del programa
Neural Network Promoter Prediction (http://www.fruitfly.org/seq_tools/), uno de los cuales esta ubicado en el exon-1
en la posicion 620 aguas arriba del codoén de inicio ATG y el segundo dentro del intron-1 en la posicion 420.
Ademas, la secuencia de la Fig. 2 comprende una regién que incorpora una alta frecuencia de nucleétidos CG como
se identifica por medio del programa EMBOSS cpgplot (http://www.ebi.ac.uk/emboss/) proporcionado por el
European Bioinformatics Institute (EBI) parte del European Molecular Biology Laboratory (EMBL). Los parametros
que se utilizaron para la busqueda de la isla CpG se fijaron a un contenido de GC de mas de 50% y una razén de
CpG observada/esperada que es mayor de 60%. Se identificdé una supuesta region isla de 170 nucledtidos que
alcanza desde los nucleétidos 577 hasta 747 en relacién con la sefial de inicio ATG que se solapa con la secuencia
del ex6n-1. Hay tres motivos de unién al factor de transcripcion SP1 pronosticados presentes en la secuencia de
union, dos dentro de la regién de la isla CpG y el exdn-1 en la posiciéon 671-676 y 690-695 y un tercer sitio dentro del
intrén-1 en los nucledtidos 315-320, aguas arriba de la codén de inicio ATG.

A partir de la secuencia completa, se disefiaron los mutantes por delecion mediante la eliminaciéon sucesiva de
nucledtidos 5' y 3' con el fin de identificar la actividad promotora de la transcripcion de las regiones flanqueantes del
gen. Ademas, se determinaron la ubicacion y el tamafio de la region promotora minima y su fuerza de expresion en
proporcioén a toda la secuencia. Los diferentes constructos del promotor se describen en la Tabla 4. Los caracteres
3d y 5d en el nombre de los constructos indican el sitio donde se realizo la delecién. Los numeros detras denotan los
nucledtidos que fueron truncados de la secuencia completa. En la siguiente columna se muestran el tamafo y la
posicion de los nucledtidos que representan la regién para cada constructo. En la columna a la derecha se
representa de la longitud de cada construccion por delecién en la tabla.

Tabla 4: Constructos del promotor de la region aguas arriba 5' de S100a6
NUum. |Nombre nt Longitud

p3 5d388.3d449 |450-1167 | 718
p4 5d80.3d449 |450-1425 |976

Sps1 |5d0 1-1505 |1505
Sps2 |5d162 1-1334 1343
Sps3 |5d211 1-1294 1294
Sps4 |5d299 1-1206 (1206
Sps5 |5d595 1-910 910
Sps6 |5d742 1-763 763
Sps7 |5d822 1-683 683
Sps8 |5d842 1-663 663
Sps9 | 5d971 1-534 534
Sps10 |5d1183 1-322 322
Sps11 |5d1249 1-256 256

dS13 |5d595.3d114 |{115-910 |796
dS14 |5d595.3d230 (231-910 |680
dS15 |5d595.3d343 |344-910 |567
dS12 |5d595.3d460 (450-910 |461
dS16 |5d595.3d578 |579-910 |332
dS17 |5d595.3d650 (651-910 |260
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Ejemplo 7: Analisis de indicadores

Todos los diferentes constructos del promotor se insertaron en el vector basico menos el promotor pGL3-B (basico)
(Promega) entre los sitios Kpnl-Hindlll inmediatamente aguas arriba del gen indicador de luciferasa de luciérnaga.
Como vector de control se utilizd el plasmido basico pGL3-B vacio para determinar los niveles de fondo en este
analisis. Como control positivo se utilizé el vector pGL3-promotor (promotor) (Promega) que contenia el promotor del
Virus de Simios 40 (SV40) y la misma estructura del vector. Los analisis de indicadores cuantitativos se realizaron en
experimentos de co-transfeccién con el fin de normalizar las variaciones experimentales como la eficacia de
transfeccion o las diferencias en el nimero de células entre las muestras. Como segundo plasmido, el plasmido
pRL-SV40 (Promega) que codifica el gen de luciferasa de Renilla bajo el control del promotor de SV-40 fue co-
transfectado junto con todos los constructos del promotor en estudio y los plasmidos de control apropiados. Dado
que el nivel de expresion del plasmido de renilla generalmente es mayor en comparacion con la luciferasa de
luciérnaga, sélo se usé una décima parte de la concentracion del vector. Para la medicion de la sefal de
luminiscencia de ambas proteinas indicadoras se utilizé el analisis Dual-Glo que permite unas mediciones
consecutivas de ambas proteinas de la misma muestra celular.

Después de la co-transfeccion, se separaron las células y se transfirieron a placas de 12 pocillos para someter a
ensayo la expresion del gen indicador a diferentes temperaturas. Se incubd un conjunto de placas a 37°C y el otro a
33°C. A las 24 horas de la transfeccion, se prepararon alicuotas de cada muestra y se analizaron cuantitativamente.
El calculo de la actividad promotora se realizé dividiendo la sefial de luciferasa de luciérnaga por la de renilla y
después eso los valores se normalizaron a las correspondientes muestras de control positivo de pGL3-P que se
fijaron a 100%. Una vision general de la actividad de todos los constructos del promotor se muestra en la Fig. 3.

En la primera serie de constructos los mutantes por truncamiento 5' fueron disefiados para estudiar el efecto de una
pérdida sucesiva de elementos reguladores esenciales como la caja TATA y los sitios de unién al factor de
transcripcion SP1 que estan presentes en los constructos completos. La ausencia de motivos de caja TATA
pronosticados no influy6 significativamente en la actividad mientras que la pérdida de uno de los tres sitios de union
a SP1 redujo drasticamente la funcion promotora a casi los niveles de fondo. El constructo Sps6 que codificaba los
nucleotidos 1 a 763 aguas arriba de la sefial de ATG mostré 80-90% de fuerza de expresion del gen del vector de
control. Por el contrario, el constructo Sps7 que codificaba los nucleétidos 1 a 683, pero carecia del sitio de unién a
Sp1 esencial, perdid completamente la funcionalidad del promotor. Los otros mutantes por truncamiento Sps8 a
Sps11 que codificaban los nucledtidos 663 a 256 del extremo 3' de la secuencia completa tampoco mostraron
actividad funcional. El constructo Sps5 que incluye 910 nucledétidos del extremo 3' muestra un valor de la expresion
que es considerablemente mas alto que el control positivo y igual o incluso mayor que los constructos mas largos
que se extienden hacia el nucleétido 1505. Por lo tanto la posicion 910 fue seleccionada como punto de partida para
el disefio de los mutantes por delecion 3' que incluye Sps12 a Sps17 con una longitud variable entre 796 y 260
nucledtidos. Todos los constructos excepto Sps17 y Sps15 mostraron una actividad promotora al menos comparable
con o hasta 1,5 veces el valor del control. La caida de la actividad observada en el constructo mas corto Sps17
puede ser debida a la ausencia de la caja TATA supuesta en la posicion 324 u otra region critica. El constructo dS16
que comprende 332 nucledtidos con 595 nucledtidos eliminados en el sitio 5' y 578 eliminados en el extremo 3' de
Sps1 fue identificado como la regién promotora minima. La secuencia activa del promotor se encuentra localizada en
el exén-1 que también contiene la supuesta isla CpG de 170 nucleétidos. Su fuerza de expresion se encuentra entre
las tres primeras de todos los constructos comparados.

Los analisis de promotores en condiciones de hipotermia revelan un factor de induccién ain mas alto para todas las
variantes sometidas a ensayo en comparacion con el control (Tabla 5). En general, la reduccion de temperatura
causo6 un aumento en la expresion de 200% como promedio. A 33°C, tres de los constructos por delecion 5', Sps4,
Sps5 y Sps6, muestran una mejora sustancial en la expresion del gen indicador de mas de 2 veces en comparacion
con las muestras correspondientes del cultivo a 37°C. Esto corresponde a mas de 300% de la fuerza de expresion
del vector de control de SV40 no sensible a la temperatura cuando se mide en condiciones de cambio de
temperatura. Asimismo, los restantes constructos por truncamiento 3', Sps1 a Sps3 que codifican todos tres sitios de
unién al factor de transcripcién SP1, pueden activarse constantemente >2 veces después de un cambio a 33°C.
Fuera de estos seis constructos, Sps4 y Sps5 muestran la respuesta mas fuerte al cambio de temperatura.

Todos los sitios SP1 se encuentran dentro de los primeros setecientos nucleotidos de la region no traducida, dos de
los cuales estan presentes en el exdn-1 y un en el primer intrén (Tabla 5). La respuesta estimuladora de la expresion
a la temperatura mas baja no es tan pronunciada para los constructos Sps13, Sps14, p3 y p4. Los dos ultimos
constructos han perdido un sitio SP1, pero todavia muestran un factor de induccién que oscila entre 1,57 y 1,81
veces su valor a 37°C. Se observé una reduccion sucesiva en la respuesta a la temperatura con la disminucion de la
longitud de la secuencia promotora. Los constructos Sps12, Sps16, y Sps17 oscilan entre los niveles de 1,46 a 1,74
veces sus valores de control, con la tasa mas baja de expresién mejorada por la temperatura observada para el
constructo Sps17 que codifica s6lo 260 nucleétidos de la secuencia promotora y carece completamente del intrén-1
y un tercio del primer exon.
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Tabla 5. Aumento de la expresién inducido por la temperatura

NUm. te-1* te-2* MEDIA DT SP1** |nt

p3 1,74 1,89 1,81 0,11 3-2--  |450-1167
p4 1, 60 1,53 1,57 0,05 3-2--  |450-1425
Sps1 2,22 2,18 2,20 0,02 3-2-1  |1-1505
Sps2 2,23 2,25 2,24 0,01 3-2-1  |1-1334
Sps3 2,10 2,24 2,17 0,10 3-2-1  |1-1294
Sps4 2,70 2,29 2,49 0,29 3-2-1  |1-1206
Sps5 2,26 3,36 2,81 0,78 3-2-1 1-910
Sps6 2,25 2,48 2,37 0,16 3-2-1 |1-763
ds13 1,87 2,10 1,98 0,16 3-2-1  |115-910
ds14 1,70 2,57 2,14 0,61 3-2-1  231-910
ds15 1,78 1,87 1,83 0,07 3-2-- | 344-910
ds12 1,57 1,48 1,52 0,07 3-2-- 450-910
ds16 1,56 1,91 1,74 0,25 3-2--  |579-910
ds17 1,44 1,47 1,46 0,02 3-2--  651-910

*: Los efectos de la temperatura (et) se analizaron en dos series de mediciones independientes (1y
2). Los numeros muestran los valores de multiplicidad de cambio a 33°C en comparaciéon con
37°C, con respecto a la muestra correspondiente del vector de control pGL3-P.

**: Esta columna muestra el numero de sitios de unién al factor de transcripcion SP1 presentes en
el respectivo constructo. Los SP1 sitios se producen en las posiciones 671-676, 690-695 y 315-
320. Los nucleétidos codificados por constructos individuales se muestran en la columna de la
derecha.

Ejemplo 8: Secuencia promotora acortada activa y mutantes de la misma
En otros experimentos se generaron otros constructos diferentes (Tabla 6).

Tabla 6. Descripcion de otros constructos de promotores

Num. Nombre Nucleotido Longitud
16-ASp1 | 5d595. 3d578, A784-847 579-658, 721-910 268
16-rev 5d595. 3d578 * 579-910 332
ds18 5D705. 3d578 579-800 222
18-rev 5D705. 3d578 * 579-800 222
18-doble | 5D705. 3d588, 5d714. 3d578 589-800, 579-791 425

* Los fragmentos fueron clonados en orientacion inversa en el vector indicador

Para generar los constructos de promotores inversos y dobles, minimos, se utilizaron los cebadores enumerados en
la Tabla 7. Se generd un constructo orientado en sentido inverso de dS16 (16-rev) por clonacion del fragmento
amplificado con el uso de los cebadores Hindlll (-910) y B Kpnl (-579) F en el vector pGL3-Basico. El constructo de
promotor minimo se produjo mediante la eliminacion de 110 pb aguas arriba de la secuencia promotora de dS16,
produciendo el constructo dS18. El inserto para el constructo dS18 se amplificdé por medio de PCR utilizando los
cebadores Kpnl (-800) y B (-579) M. El constructo 18-rev se generd por medio de PCR con el uso de los
cebadores Hindlll (-800) y B Kpnl (-579) F y se clond en el vector en orientacién inversa. Para investigar la actividad
promotora de la secuencia promotora central en dos repeticiones en tandem, se genero el constructo pGL3-18doble.
Inicialmente, se clonaron dos fragmentos de este promotor. La primera secuencia se amplificé con Kpnl (-800) y
B Xhol (-589) F y el segundo fragmento con Xhol (-791) y B (-579) M. Los productos de PCR resultantes se cortaron
con las enzimas correspondientes y posteriormente se ligaron juntos en el vector pGL3-Basico. Todos los
fragmentos fueron clonados en pGL3-Basico en los sitios Kpnl-Hindlll y se secuenciaron adicionalmente para
verificar la autenticidad de los insertos.
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Tabla 7. Secuencia de los cebadores utilizados para producir los constructos de promotores inversos y dobles,
minimos

Designacion del cebador | Secuencia del cebador (5'-3")

Hindlll (-910) B GATGATAAGCTTATGCCGGAGTCACGAGTCAC
Kpnl (-579) F GATGATGGTACCGGCAGGTAGACAGCGAAGAGC
Kpnl (-800) B GATGATGGTACCCCTCATGCCACTCCCAATCC
Hindlll (-800) B GATGATAAGCTTCCTCATGCCACTCCCAATCC
Xhol (-791) B GATGATCTCGAGACTCCCAATCCGGGACAGTC
Xhol (-589) F GATGATCTCGAGCAGCGAAGAGCCAAAGGAGTG

La entidad funcional mas pequefia dS16 (579 a 910) del ejemplo 6 fue acortada aiin mas mediante la eliminacion de
otras 110 pb del extremo 5', generando un constructo de promotor truncado (dS18) que contenia los nucleétidos 579
a 800 de la secuencia de Sps1 completa. De este modo se mantiene un sitio de unién al supuesto factor de
transcripcién NF-kB que se encuentra en la posicion 780 a 771 de la secuencia promotora. El motivo de consenso
NF-kB se conserva entre el gen S100a6 de hamster chino, ratén y rata (Fig. 4). El constructo dS18 se compone de
222 nucleodtidos, incluyendo un sitio NF-kB, dos sitios de unién a Sp1 y una caja TATA. El sitio de unién a NF-kappa
B en dS18 es necesario para la funcién completa del promotor puesto que la carencia de este sitio en Sps6 (1 a 763)
da como resultado la reduccion de la actividad del promotor (disminucion de 65%) en comparacion con Sps5 (1 a
910). La actividad del constructo dS18 es similar a la del promotor dS16 (Fig. 5).

Ademas, se gener6 un mutante por delecion de ds16 (16-ASp1) para verificar la necesidad de dos sitios de union al
factor de transcripcion Sp1. La falta solamente de 64 pares de bases, que incluye dos supuestos sitios de unién a
Sp1 en el constructo 16-ASp1 (579-658.suprimido.721-910) redujo drasticamente la funcion del promotor a
aproximadamente 20% (Fig. 5). Esta observacion es relevante puesto que el sitio Sp1, un hexanucleétido de GC, es
suficiente para la actividad del promotor de SV40 y con frecuencia aparece en multiples copias. Una repeticion en
tandem de dos cajas GC estimula la transcripcion significativamente de manera mas eficiente que un Unico
elemento, y la distancia del sitio o los sitios Sp1 con respecto a la caja TATA puede ser critica.

Se ha demostrado que algunos promotores de mamifero muestran una actividad de expresion cuando se utilizan en
la orientacion antisentido, principalmente como consecuencia de la funcion inversa de la caja GC. Asi, la funcion de
las dos versiones del promotor central S100a6 fue investigada mediante la orientacion inversa de dS16 y dS18,
dando como resultado dos constructos 16-rev y 18-rev. En los analisis de indicadores cuantitativos se detectd una
actividad de aproximadamente 20% para estas dos variantes en comparacion con la secuencia completa (Fig. 5).

Se sabe que las reiteraciones de elementos promotores centrales permiten una mayor actividad transcripcional en
comparacion con las versiones de copia Unica. Se generd el constructo 18 doble para investigar la actividad de dos
secuencias promotoras centrales repetidas. Los analisis de indicadores de esta repeticiéon en tandem del promotor
dieron lugar a una mejora de la funcionalidad del promotor ya que su actividad era 1,4 veces mas eficaz en
comparacion con el constructo de copia unica dS18 (Fig. 5).

El aumento inducido por la temperatura en la expresién a 33°C también se observo para los dos nuevos constructos
dS18 y 18-doble y se compard con la de ds16 (Tabla 8).

Tabla 8. Aumento de la expresién inducido por la temperatura

NUm. te-1* te-2 * MEDIA DT nucleotido

ds16 2,50 2,19 2,35 0,15 579-910

ds18 2,43 1,95 2,18 0,24 579-800
18-doble 2,05 2,10 2,04 0,03 589-800, 579-791

* Los efectos de la temperatura (et) se analizaron en dos series de mediciones independientes (1 y 2). Los
numeros muestran los valores de multiplicidad de cambio a 33°C en comparacién con 37°C, con relacién a la
muestra correspondiente del vector de control pGL3-P.

Ejemplo 9: Induccién por disminucion de la temperatura

Las variantes del promotor S100a6 Sps5 y dS16 se investigaron bajo diferentes condiciones de hipotermia a
temperaturas de 33°C, 31,5°C, 30°C, 28,5°C y a la temperatura de referencia de 37°C. Los productos lisados
celulares se midieron para determinar la expresion de la luciferasa 24 horas después de la transfeccion. El resultado
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de este analisis se muestra en la Fig. 6.

El ensayo de la expresion de genes a temperaturas mas bajas se baso en los descubrimientos generales de que la
produccion de proteinas recombinantes en células CHO se puede mejorar mediante la reduccion de la temperatura.

Como se observa en varios experimentos de cambio de temperatura, el punto temporal en el que se mide la
actividad del gen indicador es critica, ya que esto tiene un gran impacto en la razén entre la muestra a 37°C y una
muestra a una temperatura mas baja. Con el tiempo, los cultivos de baja temperatura muestran un aumento continuo
de expresion, presumiblemente debido a un metabolismo retardado y a una acumulacion intracelular de la proteina
indicadora. Por lo tanto, se calcul6 la razén de cada constructo a una temperatura dada para el vector de control
(pGL3-P) en condiciones idénticas de acuerdo con: expresion del clon (n) a la temperatura (k) / expresion de pGL3-P
a la temperatura (k). Estos valores especificos se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9. Expresion especifica de temperatura

Temperatura (°C) Num. FC* Num. FC*
37 Sps5 1,4 ds16 1,3
33 Sps5 3,0 ds16 2,2
31,5 Spsb5 3,1 ds16 2,4
30 Sps5 4,4 ds16 3,3
28,5 Sps5 47 ds16 3,4

* Las veces del cambio (FC) indican la razén de cada constructo a una temperatura dada con respecto al vector de
control (pGL3-P) en condiciones idénticas

Los resultados indican la dependencia de la temperatura de ambos constructos que aumenta cuando disminuye la
temperatura (en comparacion con el promotor de SV40). Este efecto de la temperatura es mas pronunciado en el
constructo Sps5 que comprende los nucledtidos 1-910 que en dS16 que representa una porciéon mucho mas
pequefia de sélo 332 nucledtidos.
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<210>1
<211> 1505
<212> ADN

<213> Cricetulus griseus

<400> 1
gcatgctgge

gaacttccag
atggtgtctg
agcccaggtt
tcttaaacta
acaagtattt
aataatttta
taggaaggtt
tggagctgac
ttgatgctga
ggagtcacga
tgtctctggt
aatccgggac
ttgctagect
ccggatgcta
cctttggete
aggtccctcet
ccctacgggt
g999tggggg
agcttggttg
tctgetttte

ggtcctgtca

tgggctggge
gcagtgagcect
aaatccttta
ggctcagaat
gtgaggtcaa
acactgagat
tgattggggg
gagaactatt
cttgccacca
ctttagggac
gtcacgtgce
ttgtgectggt
agtcctggca
caggcgceegg
gccgctataa
ttegetgtet
aaggtcggcet
tcegegggtg
tgggggtggg
tgccaggcaa
tggggtgcag

ggaagtgccce

tccattgtgt
ggaagaagcg
gactgtgtcce
tctgectegt
accaccctat
tcataacagt
acaccacaac
agccaatcta
gagggcgaca
acattgtgct
ataagggcaa
ctcccagacce
gcagaggcgt
gtggggectcg
ggccagcecgg
acctgcectac
cctgggctgg
gtctacactg
gtggggaggt
gcccggagge
gagggttcge

tggagcagcc

gcacattaat
agttagacag
ctceceecttt
gggatcaacc
cagaggggtt
agcaaaatta
atgagaatct
gtagaccact
gcatcagtga
ctgtctggeca
actgaagtat
agggtcacta
ggaaaactga
gggcgggecg
actgcgacac
ggtgcggtga
ggggtcaage
gggtctaaat
aagaggggga
taaggcatcc

cctgggtgtg

tccatctett

18

ttgtaagctg
aaatttattg
tttgagacag
tactgagcta
gcctaagatc
cggtgtgaag
gtgtccaagg
aggggcttee
ggttcccact
gatggcccag
ggaaattagg
ggctccctca
gggggttgtt
gcactccttg
agtccatccce
gctecttgetg
cacttcctge
ctgcecgagea
ggtagggaga
ttatagggcg
tcattgtegt

cctetgetea

ctctaaagat
ttggtggggg
ggttttatat
tatccccaag
atcggaaaac
cagcagtgaa
gtcatagaat
cctecttece
cccectcaca
cacacatgcc
gaaaactcga
tgccactcce
ggggtgtgtt
ggcgggecte
ctcgaccact
gggcagttct
cacatccagce
cggggtggtyg
gccaaggttc
gctccececgag
cgcagtgtgt

gtcatattce

60

120

180

240

300

360
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780
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9200
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1020

1080

1140

1200

1260

1320



10

15

ES 261065573

ccagctctct tggaatccct ggagatcagt gttcagacac cccaaagccg cttecegttet

tacatccectg accctagttg cecctgggetg cetgcacctg tgttggectaa ggctagetgg

ttcagacagg cagcactgac tagcccctct ctgtcaaaca gcttcttecta gecccagtggt

caatt

<210> 2
<211> 1505
<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 2
tcaaaacttt

tgcacattca
gagtgatgtt
tgttctttece
tctttagcta
tcacaggaat
tagcaaaatt
aacttgaaga
tagaggatgt
gcaacagcat
ctecteggget
gaaaactaaa
ggcccgttag
caggggcgtg
ggggtcgggg
cggccagact
gtgcggtgag
aagccactte
aagttttcgg
cccagaggct
agggtttgece
gcactctcca
gacagtgctc
ggctgeccacce
ctctgctate
cagtce
<210>3

<211> 1505
<212> ADN

tcacttgaga
tgcataagct
gctagaaatt
ccatgccccee
tatatcaaga
tgcctaagac
atagctatga
acagtattaa
ggtagacaga
cagtgtggtt
ggcagaaggt
cacggaatta
ggcccgctaa
gaaagttgag
cgtgccagca
gcgacacatt
ctctecgetgg
cttcececegt
agcccaggga
aatgcatccce
ctgggtgtgt
ttctettect
acagatccca
tgtgttggcet

agcagcactg

tgagtaactg
gctctaagga
tatggttggt
tttgatacaa
tttagaccag
catctgaaaa
agtagaaacg
agggeccgceag
ctgettecce
cccagtccece
tcagcacaca
gagaaaactt
actccctcat
ggggctggga
ctcecectggge
ccatccecte
ggggtcccte
cagcectctge
ggcagggaga
tatggggcgg
catcgtccca
tgctcagtca
aagcccctte
tgagactgac

actagcccecct

agaatgctcg
tgaaaatcca
gggggatgct
ggctcaaaat
tggttctcaa
cacagatata
agaataactt
cattagtcag
tccetcactt
ctcacactga
agccagagtt
gatgecctectg
tcegetecta
tgttegtttg
ggacctcacg
gaccactcct
tagggtcttt
aggctcagtg
gccatgatta
caacctgagt
gtgtgtggcet
tatgcectag
cattcttata
tgcctcagge

ctgtcaaaca

19

ctgggcttgg
ggcagtgagt
gtttaaaatc
tctacctttt
cctgtgggtt
cacattaaga
tatgattggg
gttgagtgag
ggggaccttyg
tgctaacttt
tcgagtcacg
gcttgecactg
atcctggaca
ccttgectea
gatgctggcce
ttggcgette
ctgctcctgg
ggtggaatgc
ggtgggttgt
ctgctettet
atgtcaggag
ttctettgga
tccctcaccet

aggggggtgg

gcttcttecta

ctctactatg
gggaggaggc
ttttagactg
gggatcaacg
gagacccctt
ttcataacag
ggaccaccac
aaccatttct
ccactagagg
aaggacactg
tgccagaagg
gtctcctttg
gtccaggcaa
ggcgectgggt
actataaggc
gctgtegace
gcaaggggtt
attgggatcc
atcaggcaaa
ggggtgcagg
gtgcccaggg
agccctggag
aagttgcccce
tgagagaact

gcccagtgat

1380

1440

1500

1505
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<213> Rattus norvegicus

<400> 3
tgaaaacttt

tgtgtgcaca
aggcaagtga
actgtgttcc
tctacctcett
agaccccttt
cataacagta
gtcaccacaa
ttagaggatg
gggcaacagce
tgatctctgg
gggcaaactg
ttgcactaga
aagtgagggg
gccagcactce
acacagtcca
cactggggcg
ctagtcagce
agggaagcag
atccccatgg
gtgtcatcct
tcttecttge
gaccccaaag
gttggcttga
actctctget
cagtc
<210>4

<211> 21
<212> ADN

ttacttgaga
ttaaggcata
tgttgttaga
ccttetgtet
gggatcagcc
cacaggaatt
gcaaaaatat
catgaagaat
cggtagactg
atcagtattg
ctggtagagg
aacacggaat
atccttcatce
gctgggaggt
cctgggeggg
tccectegac
tcectctaag
tctgeggget
ggagagccat
gcggcaacct
cgtcccagtg
tcagtcatat
cccettecat
ggctagctge

accagtagca

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador

<400> 4

atggcatgcc ccctggatca g

<210>5

ES 261065573

tgagtaagta
agctgcetcetg
aatttatggt
cccttttgag
tatctcatca
gcctgagace
agttatgaag
gtattaatcc
actgcttcecce
ttececcagtcece
gttcagcaca
tagagggaac
ctgctcccag
gtgtttgect
cctcaccgat
cactcttttg

atctgtccac

ccatgggtgg
ggtctgetgg
gaatctgctt
tgtggcectg
gctccagttce
tcttagactc
ttcaggcagg

ctgaatagcc

actaacgatg
aggatgaaat
tggtggggga
acatgggtct
agatttagcce
atctgaaaac
cagcaacgaa
gcagtattag
ctctegettg
ccctecacact
cataccagag
tcgatgtcte
tcecgggacgt
tgcctcagge
gctggccact
gcgettceatt
tcctggteta
aatgcactgg
gctgtaccag
ttctggggtg
tcaggaggtt
tcttggaage
ctcacctcag
tagtctcctg

cctctgtcaa

21

20

cttecetggge
tccaggecagt
tgctgtttaa
tatataggtt
cagtggtgct
acagtattta
aatcacttta
agaggtcgag
gagttgacct
gattcgaact
ttacgagtca
cggcttgcac
ccaggcaaca
gctgggtggg
ataaggccag
gtcgacgtgt
ggggttaagc
gatccaagtt
acaaaccccg
caggagggtt
tccaggggca
cctggaggac
tggccctgge

gctcagggga

acagcttcta

ttggctcecac
gagtgggagg
aatcttttag
ggctcaaaat
caacctgtgg
tgtcacgatt
tggttggage
aaccactatc
tgccactaga
ttaaggacac
cgtgccagaa
tggtcttcte
agggcgtgga
gttggggegt
ccagactgcg
ggtgagctct
ctttecectgee
ttecggagecce
aggctaaggc
tgccctgggt
gcctccatte
agtgttcaca
tgctacctgt
tggtgagagg

gcccagtggt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380
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1500
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<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 5
cattgtagat caaagccaag g

<210> 6

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 6
atggcatgcc ccctggatca g

<210>7

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador

<400>7
gccaatggtg agctccttct g

<210> 8

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 8
ctectttggc tettcgetgt ¢

<210>9

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 9
atggcatgcc ccctggatca g

<210> 10

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

ES 261065573
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<220>
<223> cebador

<400> 10
gccatcttcc ccttcttgtg

<210> 11
<211> 21

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 11
ctgagattgc aaggctgatg g

<210> 12

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> cebador

<400> 12
gccaatggtg agctccttct g

<210> 13

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> cebador

<400> 13
cattgtagat caaagccaag g

<210> 14

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> cebador

<400> 14

ES 261065573

20

21

21

21

gatgatggta ccggaagaag cgagttagac ag 32

<210> 15

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador

22
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<400> 15
gatgataagc ttagacccca gtgtagacca cc

<210> 16
<211> 31

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 16
gatgatggta ccgcatgctg getgggctgg g
<210> 17
<211> 34

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 17
gatgatggta cctgagacag ggttttatat agcc

<210> 18

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> cebador

<400> 18
gatgatggta ccggatcaac ctactgagct atat

<210> 19

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> cebador

<400> 19

gatgatggta cccacaagta tttacactga gattc

<210> 20

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> cebador

<400> 20
gatgatggta ccatgccgga gtcacgagtc ac

<210> 21

32

31

34

34

35

32
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<211> 32
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 21
gatgatggta ccagaggcgt ggaaaactgagg 32

<210> 22

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 22
gatgatggta ccactccttg ggcgggcctc 30

<210> 23

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 23
gatgatggta ccggatgcta gccgctataa gg 32

<210> 24

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 24
gatgatggta ccaggtcggc tcctgggcetg g 31

<210> 25

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 25
gatgatggta cctagggcgg ctccccgagt 30

<210> 26

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> cebador

<400> 26
gatgatggta cctcgcagtg tgtggtcctg tc

<210> 27
<211> 33

<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 27
gatgataagc ttaattgacc actgggctag aag

<210> 28
<211> 34

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 28
gatgataagc tttcagggat gtaagaacgg aagc

<210> 29
<211> 33

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 29
gatgataagc ttcttcctga caggaccaca cac

<210> 30

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> cebador

<400> 30
gatgataagc ttgcttgcct ggcacaacca age

<210> 31

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> cebador

32

33

34

33

33

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 261065573

<400> 31
gatgataagc tttagaccac ccgcggaacc cg 32

<210> 32
<211> 33

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 32
gatgataagc ttggcaggta gacagcgaag agc 33

<210> 33
<211> 31

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 33
gatgataagc ttgcggctag catccgggag g 31

<210> 34
<211> 32

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 34
gatgatggta ccatgccgga gtcacgagtc ac 32

<210> 35

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> cebador

<400> 35
gatgataagc ttatgccgga gtcacgagtc ac 32

<210> 36

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> cebador

<400> 36
gatgatggta ccggcaggta gacagcgaag agc 33

<210> 37
26
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<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> cebador

<400> 37
gatgatggta cccctcatgc cactcccaat cc 32

<210> 38

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> cebador

<400> 38
gatgataagc ttcctcatge cactcccaat cc 32

<210> 39

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> cebador

<400> 39
gatgatctcg agactcccaa tccgggacag tc 32

<210> 40

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> cebador

<400> 40
gatgatctcg agcagcgaag agccaaagga gtg 33
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de acido nucleico aislada que comprende
i) una secuencia del SEQ ID NO: 1 o un fragmento de la misma que comprende del nt 579 al nt 800 del SEQ
IDNO: 1,0
ii) una secuencia que tiene una identidad de al menos 70% con dicha secuencia del SEQ ID NO: 1 o una
secuencia que tiene una identidad de al menos 90% con un fragmento de la misma que comprende del nt 579
al nt 800 del SEQ ID NO: 1, en donde las secuencias de i) y ii) tienen una actividad promotora, en donde la
molécula de acido nucleico comprende hasta 30.000 nucleétidos.

2. La molécula de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizada porque el fragmento comprende
del nt 1 al nt 1334, del nt 1 al nt 1294, del nt 1 al nt 1206, del nt 1 al nt 910, del nt 1 al nt 763, del nt 450 al nt 1167,
del nt 450 al nt 1425, del nt 115 al nt 910, del nt 231 al nt 910, del nt 450 al nt 910, del nt 579 al nt 910, del nt 1 al nt
800, del nt 450 al 800, del nt 115 al nt 800, del nt 231 al nt 800, del nt 450 al nt 800 o del nt 579 al nt 800 del SEQ ID
NO: 1, preferiblemente en donde el fragmento comprende del nt 579 al nt 800 del SEQ ID NO: 1.

3. La molécula de acido nucleico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, caracterizada
porque la molécula de acido nucleico comprende hasta 25.000 nucleétidos.

4. La molécula de acido nucleico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde la actividad
del promotor es sensible a la temperatura.

5. La molécula de acido nucleico de la reivindicacion 4, caracterizada porque la actividad del promotor se determina
en un analisis de indicador de luciferasa.

6. La molécula de acido nucleico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizada
porque la molécula de acido nucleico ii) comprende una secuencia que tiene una identidad de secuencia de al
menos 75%, preferiblemente al menos 80%, mas preferiblemente al menos 85%, incluso mas preferiblemente al
menos 90%, particularmente preferiblemente al menos 95%, con el SEQ ID NO: 1.

7. Un casete de expresion que comprende
i) una secuencia del SEQ ID NO: 1 o un fragmento de la misma que comprende del nt 579 al nt 800 del SEQ
IDNO: 1,0
ii) una secuencia que tiene una identidad de al menos 70% con dicha secuencia del SEQ ID NO: 1 o una
secuencia que tiene una identidad de al menos 90% con un fragmento de la misma que comprende del nt 579
al nt 800 del SEQ ID NO: 1, 0
iii) una secuencia que hibrida con el complemento de dicha secuencia del SEQ ID NO: 1 o un fragmento de la
misma que comprende del nt 579 al nt 800 del SEQ ID NO: 1 en condiciones rigurosas,

en donde las secuencias de i), ii) y iii) tienen una actividad promotora, o una secuencia de un acido nucleico de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 y una secuencia codificante, en donde la secuencia esta
situada operativamente para la expresion de la secuencia codificante.

8. Un vector que comprende una secuencia promotora que comprende
i) la secuencia del SEQ ID NO: 1 o un fragmento de la misma que comprende del nt 579 al nt 800 del SEQ ID
NO: 1,0
ii) una secuencia que tiene una identidad de al menos 70% con dicha secuencia del SEQ ID NO: 1 o una
secuencia que tiene una identidad de al menos 90% con un fragmento de la misma que comprende del nt 579
al nt 800 del SEQ ID NO: 1, 0
i) una secuencia que hibrida con el complemento de dicha secuencia del SEQ ID NO: 1 o un fragmento de la
misma que comprende del nt 579 al nt 800 del SEQ ID NO: 1 en condiciones rigurosas, en donde las
secuencias de i), i) y iii) tienen una actividad promotora,

0 una secuencia de un acido nucleico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 o el casete de
expresion de la reivindicacion 7.

9. El vector de la reivindicacién 8, caracterizado porque dicha secuencia esta situada flanqueando un sitio de
endonucleasa.

10. El uso in vitro de una secuencia de una molécula de acido nucleico que comprende
i) una secuencia del SEQ ID NO: 1 o un fragmento de la misma que comprende del nt 579 al nt 800 del SEQ
ID NO: 1,
ii) una secuencia que tiene una identidad de al menos 70% con dicha secuencia del SEQ ID NO: 1 o una
secuencia que tiene una identidad de al menos 90% con un fragmento de la misma que comprende del nt 579
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al nt 800 del SEQ ID NO: 1, 0

iii) una secuencia que hibrida con el complemento de dicha secuencia del SEQ ID NO: 1 o un fragmento de la
misma que comprende del nt 579 al nt 800 del SEQ ID NO: 1 en condiciones rigurosas, en donde las
secuencias de i), i) y iii) tienen una actividad promotora,

o una molécula de acido nucleico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 para la expresion de
un producto génico.

11. Un método para expresar un producto génico, preferiblemente una proteina, que comprende la transfeccion de
una célula aislada o una linea celular con un casete de expresion de acuerdo con la reivindicacion 7 y la expresion
del producto génico, que comprende opcionalmente ademas la etapa de aislamiento del producto génico expresado.

12. El método de la reivindicaciéon 11, caracterizado porque la célula es una célula de mamifero o aviar,
preferiblemente una célula de hamster, y/o una célula de ovario, preferiblemente una célula CHO.

13. Una célula que comprende un casete de expresion de acuerdo con la reivindicacion 7 o un vector de acuerdo
con la reivindicacion 8 6 9, preferiblemente en donde el casete de expresion o vector se integra de forma estable en
el genoma de dicha célula.

14. Una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia complementaria a una secuencia de una
molécula de acido nucleico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde la molécula de
acido nucleico comprende hasta 30.000 nucleétidos.

15. Un método in vitro de control de la expresion de un producto génico por un casete de expresion de acuerdo con
la reivindicacién 7 en una célula, que comprende la administracion a la célula de una molécula de acido nucleico con
una secuencia complementaria de acuerdo con la reivindicacién 14 y/o que comprende la modificacion de la
temperatura de dicha célula.
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Fig. 1:

5,1y 4,9
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Fig. 2 A:

SEQ ID NO 1
GCATGCTGGCTGGGCTGGGCTCCATTGTGTGCACATTAATTTGTAAGCTGCTCTAAAGATGA
ACTTCCAGGCAGTGAGCTGGAAGAAGCGAGTTAGACAGAAATTTATTGTTGGTGGGGGATGG
TGTCTGAAATCCTTTAGACTGTGTCCCTCCCCCTTTTTTGAGACAGGGTTTTATATAGCCCA
GGTTGGCTCAGAATTCTGCCTCGTGGGATCAACCTACTGAGCTATATCCCCAAGTCTTAAAC
TAGTGAGGTCAAACCACCCTATCAGAGGGGTTGCCTAAGATCATCGGAAAACACAAGTATTT
ACACTGAGATTCATAACAGTAGCAAAATTACGGTGTGAAGCAGCAGTGAAAATAATTTTATG
ATTGGGGGACACCACAACATGAGAATCTGTGTCCAAGGGTCATAGAATTAGGAAGGTTGAGA
ACTATTAGCCAATCTAGTAGACCACTAGGGGCTTCCCCTCCTTCCCTGGAGCTGACCTTGCC
ACCAGAGGGCGACAGCATCAGTGAGGTTCCCACTCCCCCTCACATTGATGCTGACTTTAGGG
ACACATTGTGCTCTGTCTGGCAGATGGCCCAGCACACATGCCGGAGTCACGAGTCACGTGCC
ATAAGGGCAAACTGAAGTATGGAAATTAGGGAAAACTCGATGTCTCTGGTTTGTGCTGGTCT
CCCAGACCAGGGTCACTAGGCTCCCTCATGCCACTCCCAATCCGGGACAGTCCTGGCAGCAG
AGGCGTGGAAAACTGAGGGGGTTGTTGGGGTGTGTTTTGCTAGCCTCAGGCGCCGGGTGGGG
CTCGGGGCGGGCCGGCACTCCTTGGGCGGGCCTCCCGGATGCTAGCCGCTATAAGGCCAGCC
GGACTGCGACACAGTCCATCCCCTCGACCACTCCTTTGGCTCTTCGCTGTCTACCTGCCTAC
GGTGCGGTGAGCTCTTGCTGGGGCAGTTCTAGGTCCCTCTAAGGTCGGCTCCTGGGCTGGGEG
GGTCAAGCCACTTCCTGCCACATCCAGCCCCTACGGGTTCCGCGGGTGGTCTACACTGGGGT
CTAAATCTGCCGAGCACGGGGTGGTGGGGGETGGGEGGETGGGGEGETGGGGTGGGGAGGTAAGAGG
GGGAGGTAGGGAGAGCCAAGGTTCAGCTTGGTTGTGCCAGGCAAGCCCGGAGGCTAAGGCAT
CCTTATAGGGCGGCTCCCCGAGTCTGCTTTTCTGGGGTGCAGGAGGGTTCGCCCTGGGTGTG
TCATTGTCGTCGCAGTGTGTGGTCCTGTCAGGAAGTGCCCTGGAGCAGCCTCCATCTCTTCC
TCTGCTCAGTCATATTCCCCAGCTCTCTTGGAATCCCTGGAGATCAGTGTTCAGACACCCCA
AAGCCGCTTCCGTTCTTACATCCCTGACCCTAGTTGCCCTGGGCTGCCTGCACCTGTGTTGG
CTAAGGCTAGCTGGTTCAGACAGGCAGCACTGACTAGCCCCTCTCTGTCAAACAGCTTCTTC
TAGCCCAGTGGTCAATT
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Fig. 2 B:

SEQ ID NO 2
TCAARACTTTTCACTTGAGATGAGTAACTGAGAATGCTCGCTGGGCTTGGCTCTACTATGTGCACATTCATGCAT
AAGCTGCTCTAAGGATGAARATCCAGGCAGTGAGTGGGAGGAGGCGAGTGATGTTGCTAGARATTTATGGTTGGT
GGGGGATGCTGTTTAARATCTTTTAGACTGTGTTCTTTCCCCATGCCCCCTTTGATACAAGGCTCAAAATTCTAC
CTTTTGGGATCAACGTCTTTAGCTATATATCAAGATTTAGACCAGTGGTTCTCAACCTGTGGGTTGAGACCCCTT
TCACAGGAATTGCCTAAGACCATCTGAAAACACAGATATACACATTAAGATTCATAACAGTAGCAARAATTATAGC
TATGAAGTAGAAACGAGAATAACTTTATGATTGGGGGACCACCACAACTTGARAGAACAGTATTAAAGGGCCGCAG
CATTAGTCAGGTTGAGTGAGAACCATTTCTTAGAGGATGTGGTAGACAGACTGCTTCCCCTCCCTCACTTGGGGA
CCTTGCCACTAGAGGGCAACAGCATCAGTGTGGTTCCCAGTCCCCCTCACACTGATGCTAACTTTAAGGACACTG
CTCTCGGGCTGGCAGAAGGTTCAGCACACAAGCCAGAGTTTCGAGTCACGTGCCAGAAGGGAAAACTAAACACGG
AATTAGAGAAAACTTGATGCCTCTGGCTTGCACTGGTCTCCTTTGGGCCCGTTAGGGCCCGCTAAACTCCCTCAT
TCCGCTCCTAATCCTGGACAGTCCAGGCAACAGGGGCGTGGAAAGTTGAGGGGGCTGGGATGTTCGTTTGCCTTG
CCTCAGGCGCTGGGETGGGGETCGGGGCGTGCCAGCACTCCCTGGGCGGACCTCACGGATGCTGGCCACTATAAGGC
CGGCCAGACTGCGACACATTCCATCCCCTCGACCACTCCTTTGGCGCTTCGCTGTCGACCGTGLGGTGAGLTCTC
GCTGGGGGETCCCTCTAGGGTCTTTCTGCTCCTGGGCAAGGGGTTAAGCCACTTCCTTCCCCCGTCAGCCTCTGL
AGGCTCAGTGGGTGGAATGCATTGGGATCCAAGTTTTCGGAGCCCAGGGAGGCAGGGAGAGCCATGATTAGGTGG
GTTGTATCAGGCAAACCCAGAGGCTAATGCATCCCTATGGGGCGGCAACCTGAGTCTGCTCTTCTGGGGTGCAGG
AGGGTTTGCCCTGGGTGTGTCATCGTCCCAGTGTGTGGCTATGTCAGGAGGTGCCCAGGGGCACTCTCCATTCTC
TTCCTTGCTCAGTCATATGCCCTAGTTCTCTTGGAAGCCCTGGAGGACAGTGCTCACAGATCCCAAAGCCCCTTC
CATTCTTATATCCCTCACCTAAGTTGCCCCGGCTGCCACCTGTGTTGGCTTGAGACTGACTGCCTCAGGCAGGGG
GGTGGTGAGAGAACTCTCTGCTATCAGCAGCACTGACTAGCCCCTCTGTCAAACAGCTTCTTCTAGCCCAGTGAT
CAGTC

Fig. 2 C:

SEQ ID NO 3
TGAAAACTTTTTACTTGAGATGAGTAAGTAACTAACGATGCTTCCTGGGCTTGGCTCCACTGTGTGCACATTAAG
GCATAAGCTGCTCTGAGGATGAAATTCCAGGCAGTGAGTGGGAGGAGGCAAGTGATGTTGTTAGARATTTATGGT
TGGTGGGGGATGCTGTTTARAATCTTTTAGACTGTGTTCCCCTTCTGTCTCCCTTTTGAGACATGGGTCTTATAT
AGGTTGGCTCAAAATTCTACCTCTTGGGATCAGCCTATCTCATCAAGATTTAGCCCAGTGGTGCTCAACCTGTGG
AGACCCCTTTCACAGGAATTGCCTGAGACCATCTGAAAACACAGTATTTATGTCACGATTCATAACAGTAGCAAA
AATATAGTTATGAAGCAGCAACGAAAATCACTTTATGGTTGGAGCGTCACCACAACATGAAGAATGTATTAATCC
GCAGTATTAGAGAGGTCGAGAACCACTATCTTAGAGGATGCGGTAGACTGACTGCTTCCCCTCTCGCTTGGAGTT
GACCTTGCCACTAGAGGGCAACAGCATCAGTATTGTTCCCAGTCCCCCTCACACTGATTCGAACTTTAAGGACAC
TGATCTCTGGCTGGTAGAGGGTTCAGCACACATACCAGAGTTACGAGTCACGTGCCAGAAGGGCAAACTGAACAC
GGAATTAGAGGGAACTCGATGTCTCCGGCTTGCACTGGTCTTCTCTTGCACTAGAATCCTTCATCCTGCTCCCAG
TCCGGGACGTCCAGGCAACAAGGGCGTGGAAAGTGAGGGGGLCTGGGAGGTGTGTTTGCCTTGCCTCAGGCGCTGG
GTGGGGTTGGGGCGTGCCAGCACTCCCTGGGCGGGCCTCACCGATGCTGGCCACTATAAGGCCAGCCAGALZTGCG
ACACAGTCCATCCCCTCGACCACTCTTTTGGCGCTTCATTGTCGACGTGTGGTGAGCTCTCACTGGGGCGTCCCT
CTAAGATCTGTCCACTCCTGGTCTAGGGGTTAAGCCTTTCCTGCCCTAGTCAGCCTCTGCGGGLCTCCATGEGETGG
AATGCACTGGGATCCAAGTTTTCGGAGCCCAGGGAAGCAGGGAGAGCCATGGTCTGCTGGGCTGTACCAGACAAA
CCCCGAGGCTAAGGCATCCCCATGGGCGGCAACCTGAATCTGCTTTTCTGGGGTGCAGGAGGGTTTGCCCTGGGT
GTGTCATCCTCGTCCCAGTGTGTGGCCCTGTCAGGAGGTTTCCAGGGGCAGCCTCCATTCTCTTCCTTGCTCAGT
CATATGCTCCAGTTCTCTTGGAAGCCCTGGAGGACAGTGTTCACAGACCCCARAAGCCCCTTCCATTCTTAGACTC
CTCACCTCAGTGGCCCTGGCTGCTACCTGTGTTGGCTTGAGGCTAGCTGCTTCAGGCAGGTAGTCTCCTGGCTCA
GGGGATGGTGAGAGGACTCTCTGCTACCAGTAGCACTGAATAGCCCCTCTGTCAAACAGCTTCTAGCCCAGTGGET
CAGTC
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Fig. 4: A:
pifendl
ratén CCTCAT T RO T o TAATC DGR AC AGTCCAGEC AL AGIGROOTE0ALAGTTRAGRIEE ~ 2
rata CTTCATOS THC TE OO LG TO S GE A -G TOCRGGEALC ALGGGOG TGO LAGT-GAGGEEG 715
CHO COTC AT ACTCCCART O P A AC T Gt AGCAGAGEOETERALAACTSAFGFEE -7
¢ OEFREAT T FANE F AFN ANEN BYEEE BANTA BN WEATATEATE FATEAFSN

atén CTGE-GATETTCGTTTECC T TG IC TCAGGOGC TG HG TG 05 -TCE -fg4
ata CTGEG=3RAFGTETITT TRCCT TOCCTCAGOOGC TG TR H=TTE S ER
CHO TIGTTGGEFG TG TG TT TIGC TAGEC T RFGCGCOGHE TG G50 TOG -£81
T T T TETT TR ETTETETTT FTETIXTET T K
i H
atén COCTFGHTHELTT TC A GEATGHS THFCC A CHFCCAFACTGOGACACATTOD  —naa
rata COCTFEGCEEGCC T ACCEATEI TEFCCAGTATA AGCCAGACTGCGACACAGTCC 517

CHO COTTRAGCGRRICTOLCGRATOC TAGCCGE GOCAGCOGRACTRCRRCACAGTOC =621

4: B

7T FTFXTETIDM FTTTT X IXTEIET TET X TXT TETT ETXEXTITIXTERT EWE

TORAARCTT P TCAC T TEAGATGAG Tm——— A AC PCACR A TS IO G PEEGC T TR0 T TAC
TOARAACTTITTACT TOACATCACTALGT AAC TAACSATAC TI OO TEECCT TROC TO DA
R Y U 14 i = o w0

B R I R R ¥

TATGTGCACATTCATGUAT ARG TG TCT AAGGATGARAATCCAGGCAGTGAGT GRGAGG
TG R AT TARGGTA T ARG T GIT T T GAGEA T GARRAT T L A AG TG AT G056 AGG
ToTETGCACATTAAT TTET ARG TGOTCT ARAGATGAACT TOCAGGCAG TG AR TEGRAG

BoAAmA N KA Ea s & I IO AEk AR A e O

AGGUGAGIEA TG IS T AGAAS LT ATGE T TERIGEEGEA TR T TAAR AT T AL
AGGLAAGTEATET TG TTAGEAATIT TATGE T TGGTGGAGEATEC TG T TTARRATCTITTAG
ARGCGAGT = ===TRGACAGARATT TAT TG T TGS TGEEGEAT G TG TCTGARATCCTT TAG

F kd tEd & w L R T S S R O T S R T T S R TR U

ACTGTGI T I T IO CATGOCCOC TTTEATAC ARG G-~~~ —— —mmmm —— e mm == = TR,
BTG T T T TR T T T TGAGRCATGEG T T T= === ATATRGGTTGGO TCA
AT GUCCS Tl - == = O T L T T EAGAC ARGGG T T T T ATA TAG LU RGG T TG T

FAE A A ® - - dwdhkd Ak Ak kA

AARTTCTAC TTT TOGEAT ARG T T TTAG TATA-TATCAAGRT TTAGRCCAG TGETT

AARTTCTACC TCT TOGORT AT O TATET == == === = CATCARGAT TTAGCCEAG TG SIS
G T T TG TS TG GEA T AR T A TEAGT TR AT ARG T T TARACTAG TG AGG
hhdddd LR LE R E R L d LN LR d Adda

CICAACCTETGEE TTGAGACCCTT TTCAC AGGAAT TGO T AAGAD CATT TG AANLT ACAG

CTERAC TG TGG- - —— A Do T T TOAC AGGAAT THOC T GAG AT CATC TG AARAT ARG

ToAAAC = e e B O T TORGAGGEET TGO T AAGAT CATCREAANACT A CAR
LETE ] WARN whd Ad AL hde SA4 AEdA HAWNAALAN

ALATACACAT TARGAT TCATAATAGTAGC AARATTAT AGC TAT GRAGTAGARACGAGAART
=IATTTATGTICACGAT TCATARCAGTAGCARALRATAT ACT TATGARGCAGC ARCGRARAT
AT AR T A GAT T A TAA T AGTAGC AARA TTAC G- T CAAGTAGT AGT CRAAAT

Ak - R T T R R R A R L L L ] dw kA

AACTTTATGAT TG COGERCCACTACAACT TEAACAACACTATT AR ACGECCCGONECATIA
AL TTTAT GG T TG GRGU T CAC T ACAA A TERACAAT ~CTATTART - ——COGCAGTATTS
ARTTTTATGAT TG GEGEA-CACTACARCATEAGAR TC TETGTCCRAAGES TCATNGRATI A

I Ak ko ko - L B Ak ko
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GTCAGGTTGAGTGAGAACCATT-TCTTAGAGGATGTGGTAGAC---AGACTGCTTCCCCT

GAGAGGTCGAG-——-—-AACCACTATCTTAGAGGATGCGGTAGAC—---TGACTGCTTCCCCT
GGAAGGTTGAG----RACTATT----- AGCCAATCTAGTAGACCACTAGGGGCTTCCCCT
* * ok kK * K Kk * K Kk * Kk * K * K Kok ok ok ok ok Kk ok ok ok ok ok ok ok

CCCTCACTTGGG---GACCTTGCCACTAGAGGGCAACAGCATCAGTGTGGTTCCCAGTCC
C--TCGCTTGGAGTTGACCTTGCCACTAGAGGGCAACAGCATCAGTATTGTTCCCAGTCC
CCTTC-CCTGGAGCTGACCTTGCCACCAGAGGGCGACAGCATCAGTGAGGTTCCCACTCC

* *k Kk kKK dhkhkhkkkhhhkkk *hkkhkkk HhhkkkkhkkKhkK *hkhkkKkKh Kk kk Kk

CCCTCACACTGATGCTAACTTTAAGGACAC--TGCTCTCGGGCTGGCAGAAGGTTCAGCA
CCCTCACACTGATTCGAACTTTAAGGACAC--TGATCTCTGGCTGGTAGAGGGTTCAGCA
CCCTCACATTGATGCTGACTTTAGGGACACATTGTGCTCTGTCTGGCAGATGGCCCAGCA

*hkkhkkhkkk Kkhkkk Kk Kk kkkk KhkkkkKk * * *hkk ok kkkk kkk kK * ok kk K

CACAAGCCAGAGTTTCGAGTCACGTGCCAGAAGGGAAAACTAAA-CACGGAA-TTAGAGA
CACATACCAGAGTTACGAGTCACGTGCCAGAAGGGCAAACTGAA-CACGGAA-TTAGAGG
CACATGCCGGAGTCACGAGTCACGTGCCATAAGGGCAAACTGAAGTATGGAAATTAGGGA

* kK K * ok Kk ok ok Kk Kk hkkkhkkkhhkhkk K hkhkkkx H*Xkk*k*k ** * kkxkKk KKk Kk Kk

AAACTTGATGCCTCTGGCTTGCACTGGTCTCCTITGGGCCCGTTAGGGCCCGCTAAACTC

GAACTCGATGTCTICCGGCTTGCACTGGTCTTCTCTTG-——==——=————— CACTAGAATC
AAACTCGATGTCICTGGTTTGTGCTGGTCTCCCAGACC——————— AGGGTCACTAGGCTC
Kk kk kkkk kkk Kkk kkk  kkkkkkk Kk * Kok ok * %

CCTCATTCCGCTCCTAATCCIGGACAGTCCAGGCAACAGGGGCGTGGAAAGTTGAGGGGG
CTTCATCCTGCTCCCAGTCCGGGAC-GTCCAGGCAACAAGGGCGTGGAAAGT-GAGGGGG
CCTCATGCCACTCCCAATCCEGGACAGTCCIIGGCAGCAGAGGCGTGGAAAACTGAGGGGG

*x  kkk kK kkhkk Kk hkkk§ kkkkhk khkhkkhkf kkhkkk kK * ok k ok ok ok k ok ok ok * ok ok ok ok kK

CTGG-GATGTTCGTTTGCCTTGCCTCAGGCGCTGGGTGGGG-TCGEGGCGTIGCCAGCACT
CTGG-GAGGTGTGTTTGCCTTGCCTCAGGCGCTGGGTGGGG-TTGEGGCGTIGCCAGCACT
TTGTTGGGGTGTGTTTTGCTAGCCTCAGGCGCCGGGTGGGGCTCGGGGCGGECCGGCACT

* % * * % * KKk K Kk kkkkhkAkkkhkkk hhk Xk hkkkkx * kbkkkk Prkkx Kk kkk

CCCTGGGCGGACCTCACGGATGCTGGCCAGIATAAGGCCGGCCAGACTGCGACACATTCC
CCCTIGGGCGGEGCCTCACCGATGCTGGCCAGIATAAGGCCAGCCAGACTGCGACACAGTCC
CCTTIGGCGGGCCTCCCGGATGCTAGCCGOIATAAGGCCAGCCGGACTGCGACACAGTCC

dk Kk kkkk okl kkkk ok KhkkhkKk kkk Aikkkkklkkkk kkk Kkhkhkhkkhkkkkkhkk Kk K

ATCCCCTCGACCACTCCTTTGGCGCTTCGCTGTCGACC——————-— GTGCGGTGAGCTCT
ATCCCCTCGACCACTCTTTTGGCGCTTCATTGTCGAC-———————-— GTGTGGTGAGCTCT
ATCCCCTCGACCACTCCTTTGGCTCTTCGCTGTCTACCTGCCTACGGTGCGGTGAGCTCT

Khkkhkhkhkkhkhkkhkkhkkhkhkkhkh hhkhkkkxkx Khkhkk * ok k ok kk Kk kk ok kkkokkkkk ok

CGCTGGGGG-—=—=——— GTCCCTCTAGGGTCTTICTGCTCCTGGGCAAGGGG-TTAAGCC
CACTGGGGC======—= GTCCCTCTAAGATCTGICCACTCCTGGTCTAGGGG-TTAAGCC
TGCTGGGGCAGTTCTAGGTCCCTCTAAGGTCG---=-GCTCCTGGGCTGGGGGGTCAAGCC

* ok Kk ok ok K Kk hkkKkkKhhkkx Kk KKk Kk Kk hkk Kk Kk K kkk Kk kkkk ok

ACTTCCTTCCCCCGTCAGCCTCTGCAGGCTCAGIGGGTGGAATGCATTGGGATCCAAGTT
=TTTCCTGCCCTAGTCAGCCTCTGCGGGCTCCATGGGTGGAATGCACTGGGATCCAAGTT
ACTTCCTGCCACATCCAGCCCCTACGGGTTCCGCGGGTGGTCTACACTGGGGTCTAAATC

*kkkkk Kkk *kkkkk K*khk ok kk Kk * kK ok kok * kk kkkk kk kk Kk
TTCGGAGCCCAGGG == = = = = = m = = = e e e AG
TTCGGAGCCCAGGG= == === === === m e AR
TGCCGAGCACGGGGTGGTGGGGETGGGGETGGGEGTGGGGTGGGGAGGTAAGAGGGGGAG
* k khkkk ok kk Kk *

GCAGGGAGAGCCATGAT-TAGGTGGGTTGTATCAGGCARACCCAGAGGCTAATGCATCCC
GCAGGGAGAGCCATGGT-CTGCTGGGCTGTACCAGACARACCCCGAGGCTAAGGCATCCC
GTAGGGAGAGCCAAGGTTCAGCTTGGTTGTGCCAGGCAAGCCCGGAGGCTAAGGCATCCT

* kkkkkkkkkkk Kk Kk * Kk Kkk kkk KkKk kkk kkk kkkkkkxkk Kk Kkk kK
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TATGGGGCGGCAACCTGAGTCTGCTCTTCTGGGGTGCAGGAGGGTTTGCCCTGGGTGTGT
CATGGG-CGGCAACCTGAATCTGCTTTTCTGGGGTGCAGGAGGGTTTGCCCTGGGTGTGT
TATAGGGCGGCTCCCCGAGTCTGCTTTTCTGGGGTGCAGGAGGGTTCGCCCTGGGTGTGT

**k k*k kk kK Kk kk Khhkhkkhk KFhkkhhkkkhkhkhhhhkhkkhhkkk *hkkkhkkhhkhkkk*

CAT---CGTCCCAGTGTGTGGCTATGTCAGGAGGTGCCCAGGGGCACTCTCCATTCTCTT
CATCCTCGTCCCAGTGTGTGGCCCTGTCAGGAGGTTTCCAGGGGCAGCCTCCATTCTCTT
CATTGTCGTCGCAGTGTGTGGTCCTGTCAGGAAGTGCCCTGGAGCAGCCTCCATCTCTTC

* Kk Kk *hkk Kk KkhkkkkkkKkkk *kkkkkkk Kk *k  kKk kk K * kK Kkok ok *

CCTTGCTCAGTCATATGCCCTAGTTCTCTTGGAAGCCCTGGAGGACAGTGCTCACAGATC
CCTTGCTCAGTCATATGCTCCAGTTCTCTTGGAAGCCCTGGAGGACAGTGTTCACAGACC
CTCTGCTCAGTCATATTCCCCAGCTCTCTTGGAATCCCTGGAGATCAGTGTTCAGACACC

* Ak kkhkhkkhkhkhhkkkhkk Kk Kh kk hhkkkhkhkhkkhkhkh kkhkkhkkkhkkk *kkkkk Khkk Kk Kk K

CCAAAGCCCCTTCCATTCTTATATCCCTCACCTAAGTTGCCCCGG-CTGCC---ACCTGT
CCAAAGCCCCTTCCATTCTTAGACTCCTCACCTCAGTGGCCCTGG-CTGCT---ACCTGT
CCAAAGCCGCTTCCGTTCTTACATCCCTGACCCTAGTTGCCCTGGGCTGCCTGCACCTGT

khkkkkkkk Hhhkkkk kkkkkk K *k Kk kkk *khkk kkkk Kkk Kkhkkk * kK kok ok

GTTGGCTTGAGACTGACTGCCTCAGGCAGG-—————=————==-—= GGGGTGGTGAGAGA
GITGGCTTGAGGCTAGCTGCTTCAGGCAGGTAGTCTCCTGGCTCAGGGGATGGTGAGAGE
GTTGGCT-AAGGCTAGCTGGTTCAGACAGG-———= == == ———= === === —————— -

* ok k ok k kok * Kk ok k * k k *kkkhk ok kokok

ACTCTCTGCTATCAGCAGCACTGACTAGCCCCTCT--GTCARACAGCTTCTTCTAGCCCA
ACTCTCTGCTACCAGTAGCACTGAATAGCCCCTCT--GTCARACAGCTTCT---AGCCCA
——————————————— CAGCACTGACTAGCCCCTCTCTGTCAAACAGCTTCTTCTAGCCCA

*khkkkkhkk kkkkkkokk kK Kk ok kkkkkokkokk kK * kK kok K

GTGATCAGTC
GTGGTCAGTC

GTGGTCAATT
*okk Kkk ok
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Fig. 5
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