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DESCRIPCION

Vector de expresion para células animales incluyendo el factor 5-SAR de CSP-B y método para producir proteinas
recombinantes mediante su utilizacion

CAMPO TECNICO

La presente invencion se refiere a un vector de expresion para células animales, que incluye una estructura 5' o
region de unién a la matriz (5'-SAR) de serina proteasa B citotoxica (CSP-B), y métodos para producir proteinas
recombinantes usando los vectores de expresion.

ESTADO DE LA TECNICA

La introduccion de genes foraneos que codifican proteinas recombinantes en células animales tales como células de
ovario de hamster chino (CHO) puede producir farmacos proteicos para tratamiento clinico.

Una nueva proteina estimulante de eritropoyesis (NESP), que es un factor estimulante de eritropoyesis, también
denominada Darbepoetina alfa, y es un farmaco proteico obtenido mediante la adicion de dos cadenas de azucar
enlazadas al extremo terminal N a la eritropoyetina de origen natural mediante modificacién genética (Egrie y
Browne, Br. J. Cancer, 84 Suplemento 1: 3-10 (2001)). NESP promueve la produccion de glébulos rojos mediante la
estimulacion de células madre hematopoyéticas y facilitando su diferenciacion en eritrocitos. Dado que la semivida
en suero de NESP es tres veces mas larga que la de la eritropoyetina recombinante existente, se puede esperar un
efecto terapéutico equivalente con menos administraciones cuando se trata la anemia de pacientes con enfermedad
renal crénica.

El trastuzumab como agente contra los tumores malignos es un anticuerpo monoclonal humanizado preparado
usando tecnologia de ADN recombinante, y actia selectivamente sobre el receptor 2 del factor de crecimiento
epidérmico humano (HER2) en las superficies de las células. La sobreexpresion de HER2 se confirma en el 25~30%
de los canceres primarios de mama y el trastuzumab suprime la proliferacion de células tumorales humanas
sobreexpresadas en el HER2.

Los niveles de expresion de genes foraneos pueden variarse dependiendo de sus sitios de insercion en los
cromosomas de células animales ya que la expresion génica foranea esta influenciada por elementos reguladores
circundantes o por la estructura de la cromatina (Zahn-Zabal y colaboradores, J. Biotechnol, 87, 29-42 (2001)).

Cuando se utilizan factores de cromatina que evitan que las cromatinas circundantes influyan en la expresion de
genes foraneos, puede superarse la supresion de la expresion génica dependiendo de la posicion (efecto de
posicién) y puede aumentarse la posibilidad de aislamiento de clones de células animales que expresan en gran
medida proteinas recombinantes, disminuyendo asi el tiempo de preparacion de las lineas celulares para produccion
de farmacos. Se han realizado intentos para producir lineas celulares estables usando factores de cromatina que
pueden vencer la supresion de la expresion génica dependiendo de la posicion. Los factores son por lo tanto, el
elemento que sirve de limite (BE), la estructura o la region de union a la matriz (SAR/MAR), la region de control del
locus (LCR) y similares.

La SAR también denominada MAR es un elemento de ADN de 300 - 3000 pb. Se sabe que la SAR permite que la
cromatina se adhiera a las proteinas de la matriz nuclear y controle la expresion génica (Makrides (Ed.), Gene
Transfer and Expression in Mammalian Cells, Elsevier, capitulo 10 (2003)). Ademas, la SAR puede mejorar la
expresion de genes foraneos en lineas celulares transfectadas (Poljak y colaboradores, Nucleic Acids Res, 22, 4386
- 4394 (1994), Kalos y Fournier, Mol. Cell. Biol, 15, 198-207 (2005)).

Zahn-Zabal y colaboradores han producido células estables mediante la introducciéon de una lisozima 5-MAR de
pollo en un vector de expresion de luciferasa y transfectando células CHO con el vector (Zahn-Zabal y
colaboradores, J. Biotechnol, 87, 29-42 (2001)). Las células estables transfectadas con un vector que contenia
lisozima 5'-MAR exhibieron un mayor nivel de expresiéon de luciferasa en comparacion con las células estables
transfectadas con un vector que no contenia MAR. Ademas, el vector que contenia dos copias de MAR mostré un
mayor nivel de expresion de luciferasa que el vector que contenia una copia de lisozima 5'-MAR. Este resultado
muestra que la introduccién de MAR en el vector de expresion de células animales puede aumentar el nivel de
expresion de proteina objetivo.

La solicitud de patente coreana KR200020010327 y el miembro de su familia WO0214525 describe que el vector de
expresion de células animales incluye la MAR de globina beta humana de manera que la supresion de la expresion
génica que se produce cuando se introducen genes foraneos en células animales puede ser superada. Esta patente
describe que, ademas de la MAR de B-globina humana, se usan la MAR de interferén 3 humano (GenBank acceso #
M83137) y 3-SAR de CSP-B (GenBank acceso # M62716), y estas tres SAR/MAR pueden mejorar el nivel de

2



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2611402 T3

expresion de B-galactosidasa, que es una proteina objetivo. Ademas, esta patente describe que la MAR de B-globina
tenia excelentes efectos en comparacion con la MAR del interferén 8 o la 3'-SAR de CSP-B.

La solicitud de patente coreana KR200220047006 describe que la introduccion de la MAR de interferén 8 humano en
el vector de expresion de células animales puede mejorar la expresion génica foranea y conducir a la expresion
eficiente de proteinas recombinantes. Ademas, la solicitud de patente coreana No. KR20070118563 describe que el
vector de expresion de células animales que incluye dos copias de MAR de puede mejorar adicionalmente el nivel
de expresidon de proteina objetivo en comparacion con el vector que incluye una copia de la MAR de B-globina
humana. Esta patente describe resultados de la comparacion entre una copia y dos copias de factores MAR, pero no
resultados de la comparacion entre dos copias y tres copias de factores MAR.

Hanson y Ley hallaron 5’-SAR de CSP-B y 3'-SAR de CSP-B de aproximadamente 70 kb de la agrupacion de genes
de serina proteasa hematopoyética 14q11.2 del cromosoma humano, y obtuvieron sus secuencias de nucleétidos, y
verificaron que estas SAR se unen a estructuras derivadas del nuicleo celular a través de experimentos in vitro
(Hanson y Ley, Blood, 79, 610-618 (1992)).

La 5-SAR de CSP-B y la 3'-SAR de CSP-B se registran como el acceso del GenBank # M62717 y el acceso del
GenBank # M62716, respectivamente. Son de 2429 pb de largo y 1233 pb de largo, respectivamente, y por lo tanto,
la 5-SAR de CSP-B es dos veces mas larga que la 3'-SAR. La secuencia de ADN del cromosoma 14 humano se
registra como el acceso del GenBank # AL136018. En esta secuencia, la longitud entre un codén de iniciacion de
transcripcion para un gen que codifica la proteina CSP-B y la 5'-SAR situada secuencia arriba de la misma es de
1195 pb, y la longitud entre un coddn de terminacién de transcripcion del gen para codificacion de la proteina CSP-B
y la 3'-SAR situada secuencia abajo del mismo es de 4543 pb.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
Esta invencién en su sentido mas amplio es como se define en las reivindicaciones independientes.
PROBLEMA TECNICO

Los presentes inventores han hecho esfuerzos para desarrollar vectores capaces de producir eficientemente
proteinas recombinantes en células animales. Como resultado, los presentes inventores han establecido que las
proteinas recombinantes pueden producirse con una eficiencia de produccion excelente cuando se incorpora en el
vector una estructura 5' de serina proteasa B citotdxica (CSP-B) o region de unién a la matriz (SAR), y luego se
completa la presente invencion.

Por lo tanto, un aspecto de la presente invencion es proporcionar vectores de expresion para células animales.
Otro aspecto de la presente invencion es proporcionar células animales transfectadas con los vectores de expresion.
Todavia otro aspecto de la presente invencidn es proporcionar un método para producir proteinas recombinantes.

Otros propositos y ventajas de la presente invencion se clarificaran mediante la siguiente descripcion detallada de la
invencion, reivindicaciones y dibujos.

SOLUCION TECNICA

De acuerdo con un aspecto de la presente invencion, se proporciona un vector de expresion para células animales,
comprendiendo el vector de expresion: (a) una estructura 5' o regiéon de unién a la matriz (5'-SAR) de serina proteasa
B citotdxica (CSP-B); (b) un promotor operable en células animales; y (c) una secuencia de poliadenilacion.

Los presentes inventores han hecho esfuerzos para desarrollar vectores capaces de producir eficientemente
proteinas recombinantes en células animales. Como resultado, los presentes inventores han establecido que las
proteinas recombinantes pueden producirse con una excelente eficiencia de produccién cuando se incorpora en el
vector la estructura 5' o region de unién a la matriz (5'-SAR) de serina proteasa B citotoxica (CSP-B).

El vector de expresion para células animales de la presente invencion incluye 5-SAR de CSP-B; un promotor
operable en células animales; y una secuencia de poliadenilacion.

La presente invencion se caracteriza principalmente por el uso de un vector que incluye 5-SAR de CSP-B. 5-SAR
de CSP-B utilizada en la presente invencion incluye preferiblemente una secuencia de nucleétidos registrada con el
acceso del GenBank # M62717, y su ejemplo de secuencia de nucledtidos se describe en la SEQ ID NO: 1.
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La 5-SAR de CSP-B aumenta significativamente la eficacia en la produccion de proteinas recombinantes en el
vector de expresion.

La 5-SAR CSP-B puede estar situada secuencia arriba o secuencia abajo de la secuencia de nucleétidos que
codifica una proteina que se va a expresar, y esta preferiblemente situada secuencia abajo de la secuencia de
nucledtidos.

De acuerdo con una realizaciéon preferible de la presente invencion, dos copias de la 5-SAR estan continuamente
presentes en el vector.

De acuerdo con una realizacion preferible de la presente invencion, las dos copias de la 5-SAR estan continuamente
presentes secuencia abajo de una secuencia de nucleotidos que codifica la proteina que se va a expresar.

Como se demostro en los siguientes ejemplos, 5-SAR de CSP-B mejora adicionalmente el nivel de expresion de la
proteina objetivo en células animales en comparacion con 3'-SAR de CSP-B y MAR de (-globina de la técnica
relacionada. Por ejemplo, cuando se introduce una copia de 5-SAR de CSP-B, 3'-SAR de CSP-B y MAR de B-
globina respectivamente en vectores que expresan (-galactosidasa como proteina objetivo en células animales
CHO, las actividades de B-galactosidasa para los casos respectivos se midié que eran 10,0 veces, 2,2 veces y 8,7
veces mas altas en comparacion con cuando no se introdujo el factor SAR (Figura 7). Es decir, 5-SAR de CSP-B
exhibe un nivel de expresion de proteina objetivo relativamente mas alto que otros factores.

Ademas, se obtuvieron resultados similares cuando se verificaron los efectos del factor SAR utilizando NESP como
una proteina objetivo. Cuando se introdujeron 5-SAR de CSP-B y 3'-SAR de CSP-B en los vectores y luego las
células CHO fueron transfectadas con los vectores, se midié que los niveles de expresion de NESP para los casos
respectivos eran 11,2 veces y 3,2 veces superiores en comparacion con cuando no se introdujo el factor SAR (Tabla
3 y Figura 9). La introduccion de 5-SAR de CSP-B en vectores aumenté la frecuencia de formaciéon de clones
positivos que expresan NESP en las células transfectadas, y también aumenté los niveles de expresion de NESP de
clones seleccionados al azar (Tablas 4 y 5y Figuras 10y 11).

Mientras tanto, se verificaron los efectos de 5-SAR de CSP-B usando un anticuerpo anti-HER2 como proteina
objetivo. Cuando se introdujeron dos copias de 5-SAR de CSP-B en el vector y después se transfectaron células
CHO con el vector, se midié que el nivel de expresiéon del anticuerpo anti-HER2 era relativamente mas alto que en
comparaciéon con cuando no se introdujo el factor SAR (Tabla 6 y Figura 13). La introduccion de SAR en vectores
aumento el nivel de expresion del anticuerpo anti-HER2 de clones seleccionados al azar (Figuras 14 y 15).

De acuerdo con una realizacién preferible de la presente invencion, pueden estar presentes multiples copias de 5'-
SAR de CSP-B en el vector de expresion. La eficacia de produccién de proteinas recombinantes se incrementa
adicionalmente cuando estan presentes copias multiples de 5’-SAR de CSP-B en el vector de expresién que cuando
esta presente una copia de 5’-SAR de CSP-B en el vector de expresién. Mas preferiblemente, dos copias de 5-SAR
de CSP-B pueden estar presentes en el vector de expresion. Como se demostré en los siguientes ejemplos, la
eficiencia de produccion de proteinas recombinantes fue mas excelente cuando dos copias de 5-SAR de CSP-B
estan presentes en el vector de expresion que cuando tres copias de 5-SAR de CSP-B estan presentes en el vector
de expresion.

Como se demostré en los siguientes ejemplos, como resultado de verificar los efectos de 5-SAR de CSP-B de
acuerdo con el nimero de copias de 5’-SAR de CSP-B introduciendo una, dos y tres copias de 5-SAR de CSP-B en
vectores, se midid la localizacién continua de dos copias del factor SAR para exhibir la actividad mas alta de B-
galactosidasa (Figura 8). Es decir, el numero de copias del factor SAR en el vector influye en el nivel de expresion
de la proteina objetivo, y dos copias del factor SAR pueden ser lo mas deseable.

En el caso en que multiples copias de 5-SAR de CSP-B estan presentes en el vector de expresion, las copias
multiples de 5-SAR de CSP-B pueden estar localizadas de manera continua o no continua. Preferiblemente, las
copias multiples de factores SAR pueden estar continuamente presentes, y mas preferiblemente, pueden estar
continuamente presentes secuencia abajo de una secuencia de nucledétidos que codifica una proteina a expresar.

De acuerdo con una realizacién preferible de la presente invencion, el promotor operable en las células animales
puede ser un promotor de citomegalovirus (CMV), un promotor tardio de adenovirus, un promotor de 7,5 K del virus
vacuna, un promotor del virus 40 de simio (SV40), un promotor de SV40E1, un promotor tk del virus del herpes
simple (HSV), un promotor del virus sincitial respiratorio (RSV), un promotor del factor 1-a de elongacién (EF1-a), un
promotor de metalotioneina, un promotor de B-actina, un promotor del gen de interleuquina 2 (IL - 2) humana, un
promotor del gen del interferén (IFN) humano, un promotor del gen de IL-4 humana, un promotor del gen de la
linfotoxina humana o un promotor del gen del factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF)
humanos. El promotor del CMV, el promotor del SV40, el promotor del SV40E1, el promotor de EF1-a, el promotor
de metalotioneina o el promotor de 3-actina es mas preferible y el promotor del CMV es el mas preferible.
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De acuerdo con una realizacion preferible de la presente invencion, el vector de la presente invencion puede ser una
secuencia de nucledtidos que codifica una proteina a expresar. Ejemplos preferidos de la proteina pueden incluir
una hormona, citoquina, anticuerpo, aptamero de péptido, Adnectina, Affibody (patentes estadounidenses Nos.
5.831.012, 831.012), avimero (Silverman, J. y colaboradores, Nature Biotechnology 23 (12): 1556 (2005)), o un
dominio de Kunitz (dominio de Kunitz, Arnoux B y colaboradores, Acta Crystallogr. D Biol. Crystallogr. 58 (Pt 7):
12524 (2002)) y (Nixon, AE, Current opinion in drug discovery & development 9 (2): 2618 (2006). Mas
preferiblemente, la proteina a expresar usando el vector de la presente invencién puede ser eritropoyetina (EPO),
analogos de EPO o anticuerpos anti-receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (anti-HER2). Pueden
ser mas preferibles EPO, las nuevas proteinas estimuladoras de eritropoyesis (NESP; A30N, H32T, P87V, W88N y
P90T) como analogos de EPO o anticuerpos anti-HER2.

Los analogos de EPO incluyen mutantes que tienen modificacion de uno o mas aminoacidos de la secuencia de
aminoacidos de EPO humana. Los andlogos de EPO pueden prepararse por mutagénesis mediante la adicion,
supresion o sustitucion de residuos de aminoacidos, por lo que pueden aumentarse o pueden cambiarse los sitios de
glicosilacion. Los analogos de EPO tienen mas cadenas de carbohidratos que la EPO humana, e incluyen al menos
un sitio de glicosilacion adicional. Ademas, los analogos de EPO exhiben un nivel de acido sialico mas alto que la
EPO humana de origen natural debido al sitio de glicosilacion adicional. Sin embargo, la estructura secundaria o
terciaria de la proteina, que es importante en la actividad biolégica, no cambia por el sitio de glicosilacion adicional.
Los analogos de EPO pueden tener uno, dos o tres sitios adicionales para la N-cosilacion u O-glicosilacion. Por
ejemplo, el residuo de leucina en la posicion 69 esta sustituido con asparagina, que sirve como un cuarto sitio para
la N-glicosilacion.

Ejemplos de los analogos de EPO que se van a expresar en los vectores de la presente invencion pueden ser
aquellos en los que se introduce un sitio adicional para la glicosilacion en al menos una de las posiciones 30, 51, 57,
69, 88, 89, 136 y 138 en la secuencia de EPO (por ejemplo, secuencia con acceso del GenBank # M11319). Mas
preferiblemente, los analogos de EPO pueden ser NESP que incluyen las mutaciones A30N, H32T, P87V, W88N y
POOT.

De acuerdo con una realizacion preferible de la presente invencion, la secuencia de poliadenilacion incluye un
terminador de hormona de crecimiento bovino, una timidina quinasa (TK) derivada de virus de herpes simple (HSV)
0 una secuencia de poliadenilacion derivada de SV40.

Un constructo preferible del vector de la presente invencion puede ser, en una direccion de 5' a 3', un promotor
operable en células animales - un gen de proteina de expresion - una secuencia de poliadenilacion - 5-SAR de
CSP-B y un constructo mas preferible es un promotor operable en células animales - un gen de proteina de
expresion - una secuencia de poliadenilacion - 5-SAR de CSP-B - 5-SAR de CSP-B.

El vector de la presente invencion puede incluir ademas un marcador de seleccion. Ejemplos del marcador de
seleccion incluyen genes de resistencia contra antibidticos que actuan sobre células eucariotas, y preferiblemente
incluyen genes de resistencia contra neomicina, geneticina (G418) y kanamicina.

De acuerdo con una realizacién preferible de la presente invencion, el vector de la presente invencion se utiliza para
expresar una proteina objetivo en células animales. Las células animales incluyen células de mamifero, células de
roedor, células de ave y células de insecto. Las células animales mas preferiblemente incluyen células de ovario de
hamster chino (CHO), células VERO, células Hela, células WI38, células de rifion de hamster bebé (BHK), células
COS y células de rifion de canino Madin-Darby (MDCK). Las células CHO, células VERO, células HelLa o células
MDCK son todavia mas preferibles y las células CHO son las mas preferibles.

De acuerdo con una realizacion preferible de la presente invencion, el vector de la presente invencioén incluye una
secuencia codificante de dihidrofolato reductasa (DHFR). La secuencia es util en la amplificacion del vector.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencién, la presente invenciéon proporciona células animales
transfectadas con los vectores de expresion anteriores de la presente invencion.

De acuerdo con todavia otro aspecto de la presente invencion, la presente invencién proporciona un método para
producir proteinas recombinantes, incluyendo el método la incubacién de las células animales transfectadas
anteriores de la presente invencion.

De acuerdo con una realizacién preferible de la presente invencion, el método para producir proteinas
recombinantes incluye: (i) incubar las células animales transfectadas de la presente invencion; y (ii) recoger las
proteinas recombinantes producidas en la incubacion.

En la técnica relacionada, la 5-SAR de CSP-B utilizada en la presente memoria no se usé en un intento de
introducirse en vectores de expresion para que las células animales mejoraran la productividad en proteinas
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recombinantes para sustancias médicas. Como puede verse en los siguientes ejemplos, la introduccion de 5-SAR
de CSP-B en vectores puede mejorar el nivel de expresion de proteina objetivo en células animales. Mediante el
desarrollo del método en el que 5-SAR de CSP-B, un nuevo factor que no se utilizé previamente, se introduce en
vectores para producir proteinas recombinantes, se puede mejorar aun mas la eficacia de expresion de la proteina
objetivo y se puede aumentar la productividad industrial de sustancias medicinales proteicas.

De acuerdo con los informes en la técnica relacionada, no hubo intentos de introducir 5’-SAR de CSP-B en vectores
de expresion para células animales con el fin de mejorar la productividad de proteinas recombinantes para
sustancias médicas. Ademas, no se realizaron estudios en los que, en el caso en que se introducen uno, dos y tres
copias de factores SAR en los vectores y luego se transfectan las células animales con los vectores, cuantas copias
de los factores SAR se incluyen en el vector con el fin de lograr la mayor productividad de proteinas recombinantes.
Ademas, no se han divulgado los resultados detallados del estudio anterior sobre el efecto del aumento en el nivel
de expresion génica objetivo dependiendo de la posicion del factor SAR.

Cuando los vectores de expresion de la presente invencion se introducen en células para producir células animales
transfectadas, los vectores pueden introducirse en las células por diversos métodos. Los vectores pueden inyectarse
en células animales por ejemplo por microinyeccion (Capecchi, MR, Cell, 22: 479 (1980)), precipitacion con fosfato
de calcio (Graham, FL y colaboradores, Virology, 52: 456 (1973), electroporacién (Neumann, E. y colaboradores,
EMBO J., 1: 841 (1982)), transfeccion mediada por liposomas (Wong, TK y colaboradores, Gene, 10:87 (1980)),
tratamiento con DEAE-dextrano (Gopal, Mol. Cell Biol. 5: 1188-1190 (1985)), bombardeo de genes (Yang y
colaboradores, Proc. Natl. Acad. Sci., 87: 9568-9572 (1990)), o similares.

Las células animales transfectadas pueden incubarse por diversos métodos conocidos en la técnica usando
protocolos. Como medio utilizable en la presente invencion, se puede emplear cualquier medio que se pueda utilizar
generalmente para incubar células animales. Por ejemplo, se pueden utilizar el medio esencial minimo de Eagle
(Eagle’s MEM, Eagle, H. Science 130: 432 (1959)), a-MEM (Stanner, CP y colaboradores, Natl. New Biol. 230: 52
(1971)), MEM de Iscove (Iscove, N. y colaboradores, J. Exp. Med. 147: 923 (1978)), medio 199 (Morgan y
colaboradores, Proc. Soc. Exp. Bio. Med., 73:1 (1950)), CMRL 1066, RPMI 1640 (Moore y colaboradores, J. Amer
Med. Assoc. 199: 519 (1967)), F12 (Ham, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 53: 288 (1965)), F10 (Ham, RG Exp. Cell Res.
29: 515 (1963)), una modificacion de Dulbecco del medio de Eagle (DMEM, Dulbecco, R. y colaboradores, Virology
8: 396 (1959)), una mezcla de DMEM y F12 (Barnes, D. y colaboradores, Anal. Biochem. 102: 255 (1980)), MB752/1
de Waymouth (Waymouth, CJ Natl. Cancer Inst. 22: 1003 (1959)), 5A de McCoy (McCoy, TA y colaboradores, Proc.
Soc. Exp. Biol. Med. 100: 115 (1959)), serie MCDB (Ham, RG y colaboradores, In Vitro 14:11 (1978)), y similares.
Descripciones detalladas de incubaciones y medios de células animales se describen en R. lan Freshney, Culture of
Animal Cells, A Manual of Basic Technique, Alan R Liss, Inc., Nueva York, que se incorpora como referencia en la
presente memoria descriptiva.

EFECTOS BENEFICIOSOS
Las caracteristicas y ventajas de la presente invencion se resumen de la siguiente manera:

(a) Los vectores de la presente invencion incluyen 5-SAR de CSP-B y pueden tener efectos de superar la supresion
de la expresién génica dependiendo de las posiciones de genes foraneos introducidos en células animales y mejorar
significativamente el nivel de expresion de la proteina objetivo.

(b) Los vectores de la presente invencion pueden expresar eficazmente proteinas recombinantes para sustancias
médicas (por ejemplo, EPO) o anticuerpos (por ejemplo, anticuerpo anti-HER2) en células animales.

(c) Los vectores de la presente invencion y el método para producir proteinas recombinantes utilizando los vectores
pueden emplearse de manera muy util en la produccion industrial en masa de sustancias médicas.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 muestra esquematicamente una estructura de un vector de expresion de B-galactosidasa. En este caso,
lac Z representa un gen de B-galactosidasa; la pA de BGH representa una secuencia de poliadenilacion de un gen
de la hormona de crecimiento bovino; y la pA de TK representa una secuencia de poliadenilacion de un gen de
timidina quinasa.

La figura 2 muestra esquematicamente estructuras de vectores de expresion de -galactosidasa incluyendo una
copia del factor SAR/MAR.

La figura 3 muestra esquematicamente estructuras de vectores de expresion de B-galactosidasa incluyendo dos
copias de factores SAR.
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La figura 4 muestra esquematicamente una estructura de un vector de expresion de $-galactosidasa que incluye tres
copias de 5’-SAR de CSP-B.

La figura 5 muestra esquematicamente estructuras de vectores de expresion de NESP.

La figura 6 muestra esquematicamente estructuras de vectores de expresion de NESP incluyendo factores
SAR/MAR.

La figura 7 es un grafico que muestra la actividad de B-galactosidasa (relativa) de células transfectadas con cada
uno de los vectores incluyendo una copia del factor SAR/MAR introducido en el mismo.

La figura 8 es un grafico que muestra la actividad de la B-galactosidasa (relativa) de células transfectadas con cada
uno de los vectores, incluyendo una copia, dos copias y tres copias de los factores SAR introducidos en la misma.

La figura 9 es un grafico que muestra el nivel de expresion de NESP (factor estimulante de la eritropoyesis) (relativo)
de las células transfectadas con cada uno de los vectores incluyendo factores SAR introducidos en el mismo.

La figura 10 es un grafico que muestra los niveles de expresion de NESP de 24 clones seleccionados aleatoriamente
de células transfectadas con el vector pCLS07A1 no introducido en el factor SAR.

La figura 11 es un grafico que muestra los niveles de expresion de NESP de 24 clones seleccionados aleatoriamente
de células transfectadas con el vector pCLS10A1f1 incluyendo 5’-SAR de CSP-B introducida en el mismo.

La figura 12 muestra esquematicamente estructuras de vectores de expresion del anticuerpo anti-HER2.

La figura 13 es un grafico que muestra el nivel de expresion del anticuerpo anti-HER2 (relativo) de las células
transfectadas con el vector que incluye dos copias de factores SAR introducidas en el mismo.

La figura 14 es un grafico que muestra los niveles de expresion del anticuerpo anti-HER2 de 19 clones
seleccionados aleatoriamente de células transfectadas con el vector pCLS05H2 no introducido en el factor SAR.

La figura 15 es un grafico que muestra los niveles de expresion del anticuerpo anti-HER2 de 19 clones
seleccionados aleatoriamente de células transfectadas con el vector pCLS05H2f2 incluyendo dos copias de 5-SAR
de CSP-B introducidas en el mismo.

MODO PARA LLEVAR A CABO LA INVENCION

En lo sucesivo, la presente invencion se describira en detalle con referencia a los ejemplos. Estos ejemplos son sélo
para ilustrar la presente invencion mas especificamente, y sera evidente para los expertos en la técnica que el
alcance de la presente invencion no esta limitado por estos ejemplos.

Ejemplos
Ejemplo 1: Preparacion del factor SAR/MAR
Preparacion de 5-SAR de CSP-B humana y 3'-SAR de CSP-B

Para la amplificacion por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) del ADN de 5-SAR de CSP-B humana
registrado como acceso del GenBank # M62717 y # AL136018, se prepar6 ADN gendomico de células asesinas
naturales humanas (células NK, ATCC CRL-2407). EI ADN genémico se preparoé a partir de las células NK utilizando
un kit de aislamiento de ADN (Dneasy Blood & Tissue Kit, Qiagen, No. de catalogo 69504), y se usé como una
plantilla para la PCR del ADN de 5'-SAR.

La PCR se realizé usando el cebador Cs5S300F (attcct tcagc acctc cttaa fttttt ctccc; SEQ ID NO: 5) y el cebador
Cs5S300R (ccagg cagcc aaaga tcagt agttg tgttg; SEQ ID NO: 6) aunque utilizando el ADN gendmico de células NK
como una plantilla. La PCR se realizd bajo las condiciones de 35 ciclos de 10 segundos a 98°C, 30 segundos a 60°C
y 2 minutos y 30 segundos a 72°C.

A continuacion, se clono el producto de PCR en el vector pPGEM-T (Promega, No. de catalogo A3600) para preparar
el vector pPGEMT-CS5S.3.0k.

Para la preparacion del ADN de 3'-SAR de CSP-B humana registrado como acceso del GenBank # M62716 y #
AL136018, se realizé la PCR usando el cebador 2kCspSF (tggttcctic attgg aaaag gaaaa cac; SEQ ID NO: 7) y el
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cebador 2kCspSR (tccgce tgagg ctgtg cccac ageca cc; SEQ ID NO: 8) aunque utilizando el ADN gendmico de las
células NK como una plantilla. A continuacion, se realizé la PCR usando el cebador CspSF (ggatc cccctc ttgct tgatg
tacta at; SEQ ID NO: 9) y el cebador CspSR (gaatt caaac aactc aatag caaga aac; SEQ ID NO: 10) aunque utilizando
el producto de la PCR primaria como una plantilla. Las PCR se realizaron bajo las condiciones de 30 ciclos de 10
segundos a 98°C, 30 segundos a 60°C y 5 minutos a 72°C. El producto de PCR secundario se cloné en el vector
pGEM-T para preparar el vector pPGEMT-CS3S.1.2k.

Preparacion de la MAR de B-globina humana

Para la amplificacion por PCR del ADN de la MAR de B-globina humana registrado como acceso del GenBank #
L22754 y # NW_001838021, se preparé ADN gendmico de células G-2 humanas. EI ADN genémico se prepar6 a
partir de las células G-2 usando un kit de aislamiento de ADN, y se us6 como una plantilla para la PCR del ADN de
5" MAR. La PCR se realiz6 usando el cebador Bg5MF-100F-Nhel (aattg ctagc ttgta ttctg tttcg tgagg caagg ttt; SEQ ID
NO: 11) y el cebador Bg5MR-100R-Xhol (aattc tcgag ttcct ctcta tgttg gctca aatgt cct; SEQ ID NO: 12) aunque
utilizando el ADN gendémico de las células G-2 como una plantilla. La PCR se realiz6é bajo las condiciones de 30
ciclos de 10 segundos a 98°C, 30 segundos a 60°C y 3 minutos y 30 segundos a 72°C. A continuacion, se clono el
producto de PCR en el vector pcDNA3.3-TOPO (Invitrogen, No. de catalogo K8300-01) para preparar el vector
pcDNA3.3-Bg5M.

Ejemplo 2: Preparacion del vector de expresion de 3-galactosidasa
Preparacion de pC06

Para la preparacion del vector pC06 que incluye secuencialmente el promotor de citomegalovirus (CMV), multiples
sitios de clonacién (MCS) y la secuencia de poliadenilacion (pA) de la hormona de crecimiento bovino (BGH), se
llevé a cabo el siguiente experimento. En primer lugar, la PCR se realiz6 utilizando el cebador V6_F (aagct tggat
ccgaa ttcat cgatg gecgg cecggt accct cgage tgtge cttet agttgeceee; SEQ ID NO: 13) y el cebador V6_R (gctag ctaga
gccecce agcetg gttet ttccg; SEQ ID NO: 14) aunque utilizando el vector pcDNA3.1(-) (Invitrogen, No. de catalogo V795-
20) como una plantilla. La PCR se realiz6 bajo las condiciones de 30 ciclos de 10 segundos a 98°C, 30 segundos a
60°C y 1 minuto a 72°C. A continuacion, se clond el producto de PCR en el vector pcDNA3.3-TOPO (Invitrogen) para
preparar el vector pC06.

Preparacién de pC04'

Para la preparacion del pC04' que incluye secuencialmente el promotor del virus 40 de simio (SV40), la secuencia de
Kozak (gccatc), el gen de la dihidrofolato reductasa (dhfr), la pA de timidina quinasa del virus del herpes simple
(HSV-TK), se llevé a cabo el siguiente experimento. En primer lugar, se realizé la PCR utilizando el cebador
PsvApaDraF (aaaat tgggccccac tacgt gctgtggaat gtgtg tcagt tagggt; SEQ ID NO: 15) y el cebador PsvKzDHR (tggtc
gaacc atgat ggcgc gaaac gatcc tcatc ctgtc tct; SEQ ID NO: 16) aunque utilizando el vector pcDNA3.3 como una
plantilla. A continuacion, se realiz6 la PCR usando el cebador DHKzPsvF (ggatc gtttc gcgcc atcat ggttc gacca tigaa
ctgca tcg; SEQ ID NO: 17) y el cebador TKNheNdeR (tgtgt gcata tggctagcga taaca atttcacaca ggaaa cag; SEQ ID
NO: 18) aunque utilizando el vector pOptiVEC-TOPO como una plantilla. Las PCR se realizaron bajo las condiciones
de 30 ciclos de 10 segundos a 98°C, 30 segundos a 60°C y 1 minuto a 72°C. A continuacion, estos dos productos de
PCR se ligaron mediante PCR de superposicién, y se clonaron entre los sitios de restriccion Apal y Ndel del vector
pGEM-T, para preparar el vector pC04’.

Preparacion de pC04

Para la preparacion del vector pC04 en el que se retird un reforzador de 72 pb (ggtgt ggaaa gtccc caggc tcccc
agcaggcaga agtat gcaaa gcatg catct caatt agtca gcaac ca; SEQ ID NO: 19) del promotor de SV40 incluido en el
vector pC04’ (promotor SV40dEIl), se llevd a cabo el siguiente experimento. En primer lugar, se digirié el vector
pC04’ con la enzima de restriccion Sphl, y luego se ligd por si mismo el fragmento de ADN grande asi obtenido, para
preparar el vector pC04.

Preparacion del vector pCLS07

Para la preparacion del vector pCLS07 que incluye el promotor SV40dE1, la secuencia de Kozak, el gen dhfry la pA
de TK, que se insertaron entre la pA BGH y el promotor de SV40 del vector pCO06, se llevd a cabo el siguiente
experimento. Primero, se realizé la PCR usando el cebador PsvApaDraF y el cebador TKNheNdeR aunque
utilizando el vector pC04 como una plantilla. La PCR se realizé bajo las condiciones de 30 ciclos de 10 segundos a
98°C, 30 segundos a 60°C y 1 minuto y 20 segundos a 72°C. A continuacion, este producto de PCR y el vector pC06
se digirieron con las enzimas de restriccion Dralll y Nhel, respectivamente, y los dos fragmentos grandes de ADN asi
obtenidos se ligaron para preparar el vector pCLSO07.
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Preparacioén del vector pCLS08

Para la preparacion del vector pCLS08 insertando MCS en el sitio de restriccion Nhel del vector pCLS07, se llevd a
cabo el siguiente experimento. En primer lugar, se llevé a cabo la PCR utilizando el cebador NhAsE1F (aattg ctagc
atata gcgat cgcge aggac agctt ccgac agcagggceca gg; SEQ ID NO: 20) y el cebador BbPsSbNhE1R (aattg ctagc atata
cctgc aggta tatgg gccca tatag ctgag gttga atgag aatat cactg tccca gacac; SEQ ID NO: 21) mientras se usa el gen de
eritropoyetina clonado en el vector pGEM-T como una plantilla, para preparar MCS. La PCR se realizd bajo las
condiciones de 30 ciclos de 10 segundos a 98°C, 30 segundos a 60°C y 15 segundos a 72°C. A continuacion, se
cloné este producto de PCR en el sitio de restriccion Nhel del vector pCLS07 para preparar el vector pCLS08.

Preparacion del vector pCLS09G1

Para la preparacion del vector pCLS09G1 insertando los genes lac Z y lac Y entre los sitios de restriccion Hindlll y
Xhol del vector pCLS08, se llevo a cabo el siguiente experimento. En primer lugar, se realizé la PCR usando el
cebador galHinF (aatta agctt ctcgc gcaac ctatt ttcce ctcga ac; SEQ ID NO: 22) y el cebador galXhoR (aattc tcgag
ccgag tttgt cagaa agcag accaa ac; SEQ ID NO: 23) aunque utilizando el vector pSV-B-galactosidasa (Promega, No.
de catalogo TB094) como una plantilla, para amplificar los genes lac Z y lac Y. La PCR se realizd bajo las
condiciones de 30 ciclos de 10 segundos a 98°C, 30 segundos a 60°C y 3 minutos y 30 segundos a 72°C. A
continuacion, se clond este producto de la PCR entre los sitios de restriccion Hindlll y Xhol del vector pCLS08 para
preparar el vector pCLS09G1.

Preparacion del vector pCLS09G1

Para la preparacion del vector pCLS09G1 intercambiando el MCS entre dos sitios de restriccion Nhel del vector
pCLS09G1 con otro MCS, se llevo a cabo el siguiente experimento. En primer lugar, se realizé la PCR utilizando el
cebador NhSbE1F (aattg ctagc atata cctgc aggtt gaatg agaat atcac tgtcc cagac a; SEQ ID NO: 24) y el cebador
NhAsSfPsE1R (aattg ctagc atata gcgatcgcta tatggccatg atggc catat agggc ccagg acagc ttccg acagc agggc caggc;
SEQ ID NO: 25) mientras se usa el gen de la eritropoyetina clonado en el vector pGEM-T como una plantilla, para
preparar nuevo MCS. La PCR se realiz6 bajo las condiciones de 30 ciclos de 10 segundos a 98°C, 30 segundos a
60°C y 15 segundos a 72°C. A continuacion, se eliminé el MCS existente entre los dos sitios de restriccion Nhel del
vector pCLS80G1 y se clono alli el nuevo MCS generado a través de la PCR para preparar el vector pCLS09G1. El
mapa del vector pCLS09G 1 se mostré en la figura 1.

Ejemplo 3: Preparacion de un vector de expresion de $-galactosidasa que incluye el factor SAR/MAR
Preparacion del vector pCLS09G1t1

Para la preparacion del vector pCLS09G1t1 insertando el 3'-SAR de CSP-B entre los sitios de restriccion Sbfl y
PspOMI del vector pCLS09G1, se llevo a cabo el siguiente experimento. En primer lugar, se llevé a cabo la PCR
utilizando el cebador cs3sSbf1F (aattc ctgca gggga tccca tictc cttga tgtac taat; SEQ ID NO: 26) y el cebador
cs3sPsp1R (aattg gagcce gaatt caaac aactc aatag caaga aac; SEQ ID NO: 27) aunque utilizando el vector pGEMT-
CS3S.1.2k como una plantilla, para amplificar 3'-SAR de CSP-B. La PCR se realiz6 bajo las condiciones de 30 ciclos
de 10 segundos a 98°C, 30 segundos a 60°C, y 2 minutos y 30 segundos a 72°C. A continuacion, se clono este
producto de la PCR entre los sitios de restriccion Sbfl y PspOMI del vector pCLS09G1 para preparar el vector
pCLS09GTt1.

Preparacion del vector pCLS09G 11

Para la preparacion del vector pCLS09G1f1 insertando el 5'-SAR de CSP-B entre los sitios de restriccion Sbfl y
PspOMI del vector pCLS09G1, se llevd a cabo el siguiente experimento. En primer lugar, se realiz6 la PCR
utilizando el cebador cs5sSbf1F (aattc ctgca gggaa ttcct aaaca gagca attag gtaag; SEQ ID NO: 28) y el cebador
cs5sPsp1R (aattg ggccc gaatt ccagt gtaaa cgtct tectt gt; SEQ ID NO: 29) aunque utilizando el vector pGEMT-
CS58S.3.0k como una plantilla, para amplificar 5-SAR de CSP-B. La PCR se realiz6 bajo las condiciones de 30 ciclos
de 10 segundos a 98°C, 30 segundos a 60°C, y 2 minutos y 30 segundos a 72°C. A continuacion, se clono este
producto de la PCR entre los sitios de restricciéon Sbfl y PspOMI del vector pCLS09G1 para preparar el vector
pCLS09G1f1.

Preparacion del vector pCLS09G1g1

Para la preparacion del vector pCLS09G1g1 insertando la MAR de B-globina entre los sitios de restriccion Sbfl y
PspOMI del vector pCLS09G1, se llevd a cabo el siguiente experimento. En primer lugar, la PCR se realizd
utilizando el cebador gimSbf1F (aattc ctgca ggttg tattc tgttt cgtga ggcaa ggttt; SEQ ID NO: 30) y el cebador
glmPsp1R (aattg ggccec ttect ctcta tgttg getca aatgt cct; SEQ ID NO: 31) aunque utilizando el vector pcDNA3.3-Bg5M
como una plantilla, para amplificar la MAR de (-globina. La PCR se realiz6 bajo las condiciones de 30 ciclos de 10
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segundos a 98°C, 30 segundos a 60°C, y 3 minutos y 20 segundos a 72°C. A continuacion, se cloné este producto
de la PCR entre los sitios de restriccion Sbfl y PspOMI del vector pCLS09G1 para preparar el vector pCLS09G1g1.

Preparacioén del vector pCLS09G1t2

Para la preparacion del vector pCLS09G1t2 mediante la insercion de 3'-SAR de CSP-B entre los sitios de restriccion
PspOMI y Sfil del vector pCLS09G1t1, se llevd a cabo el siguiente experimento. En primer lugar, se realizé la PCR
usando el cebador cs3sPsp2F (aattg ggccc ggatcccatt ctect tgatg tacta at; SEQ ID NO: 32) y el cebador cs3sSfi2R
(aattg gccat gatggccgaa ttcaaacaac tcaat agcaa gaaac; SEQ ID NO: 33) aunque utilizando el vector pGEMT-
CS3S.1.2k como una plantilla, para amplificar 3'-SAR de CSP-B. La PCR se realiz6 bajo las condiciones de 30 ciclos
de 10 segundos a 98°C, 30 segundos a 60°C, y 2 minutos y 30 segundos a 72°C. A continuacion, se clono este
producto de la PCR entre los sitios de restriccion PspOMI y Sfil del vector pCLS09G1t1 para preparar el vector
pCLS09GTt2.

Preparacion del vector pCLS09G1f2

Para la preparacion del vector pCLS09G 112 insertando 5’-SAR de CSP-B entre los sitios de restriccion PspOMI y Sfil
del vector pCLS09G1f1, se llevo a cabo el siguiente experimento. En primer lugar, la PCR se realiz6 utilizando el
cebador cs5sPsp2F (aattg ggccc gaatt cctaa acaga gcaat taggt aag; SEQ ID NO: 34) y el cebador cs5sSfi2R (aattg
gccat gatggccgaa ttcca gtgta aacgt cttec ttgt; SEQ ID NO: 35) aunque utilizando el vector pPGEMT-CS5S.3.0k como
una plantilla, para amplificar 5-SAR de CSP-B. La PCR se realiz6 bajo las condiciones de 30 ciclos de 10 segundos
a 98°C, 30 segundos a 60°C, y 2 minutos y 30 segundos a 72°C. A continuacion, se cloné este producto de la PCR
entre los sitios de restriccion PspOMI y Sfil del vector pCLS09G 1f1 para preparar el vector pCLS09G 1f2.

Preparacién de vector pCLS09G 1tf

Para la preparacion del vector pCLS09G 1tf insertando 5-SAR de CSP-B entre los sitios de restriccion PspOMI y Sfil
del vector pCLS09G1t1, se llevo a cabo el siguiente experimento. En primer lugar, la PCR se realiz6 utilizando el
cebador cs5sPsp2F (aattg ggccc gaatt cctaa acaga gcaat taggt aag; SEQ ID NO: 34) y el cebador cs5sSfi2R (aattg
gccat gatggccgaa ttcca gtgta aacgt cttec ttgt; SEQ ID NO: 35) aunque utilizando el vector pPGEMT-CS5S.3.0k como
una plantilla, para amplificar 5-SAR de CSP-B. La PCR se realiz6 bajo las condiciones de 30 ciclos de 10 segundos
a 98°C, 30 segundos a 60°C, y 2 minutos y 30 segundos a 72°C. A continuacion, se cloné este producto de la PCR
entre los sitios de restriccion PspOMI y Sfil del vector pCLS09G 11 para preparar el vector pCLS09G 1tf.

Preparacioén del vector pCLS09G 1f3

Para la preparacion del vector pCLS09G 1f3 insertando la 5-SAR de CSP-B en el sitio de restriccion Bglll entre el
promotor de CMV y el promotor bla del vector pCLS09G1f2, se llevd a cabo el siguiente experimento. En primer
lugar, se realizé la PCR utilizando el cebador cs5sBg13F (aatta gatct gaatt cctaa acaga gcaat taggt aag; SEQ ID NO:
36) y el cebador cs5sBg13R (aatta gatct gaatt ccagt gtaaa cgtct tcctt gt; SEQ ID NO: 37) aunque utilizando el vector
pGEMT-CS5S.3.0k como una plantilla, para amplificar 5-SAR de CSP-B. La PCR se realizé bajo las condiciones de
30 ciclos de 10 segundos a 98°C, 30 segundos a 60°C, y 2 minutos y 30 segundos a 72°C. A continuacion, se clono
este producto de la PCR en el sitio de restriccion Bglll del vector pCLS09G 1f2 para preparar el vector pCLS09G 173.

Preparacion del vector pCLS09G 14

Para la preparacion del vector pCLS09G 1f4, en el que los factores SAR estan situados a ambos lados de los genes
lac ZylacY, insertando 5-SAR de CSP-B en el sitio de restriccion Bglll entre el promotor de CMV y el promotor bla
del vector pCLS09G1f1, se llevo a cabo el siguiente experimento. En primer lugar, se realizé la PCR utilizando el
cebador cs5sBg13F (aatta gatct gaatt cctaa acaga gcaat taggt aag; SEQ ID NO: 36) y el cebador cs5sBg13R (aatta
gatct gaatt ccagt gtaaa cgtct tcctt gt; SEQ ID NO: 37) aunque utilizando el vector pGEMT-CS5S.3.0k como una
plantilla, para amplificar 5-SAR de CSP-B. La PCR se realiz6 bajo las condiciones de 30 ciclos de 10 segundos a
98°C, 30 segundos a 60°C, y 2 minutos y 30 segundos a 72°C. A continuacion, se cloné este producto de la PCR en
el sitio de restriccion Bglll del vector pCLS09G 1f1 para preparar el vector pCLS09G 1f4.

Ejemplo 4: Expresion de 3-galactosidasa usando el vector con el factor SAR/MAR introducido
Transfeccion utilizando el vector pCLS09G1, pCLS09G1f1, pCLS09G1t1, o pCLS09G1g1

Con el fin de verificar el efecto debido a la introduccién respectiva de una copia de 5-SAR de CSP-B, 3’-SAR de
CSP-B y MAR de B-globina en los vectores, se transfectaron células CHO DG44 (Invitrogen, No. de catalogo 12609)
de la siguiente manera.

Se dispensaron células DG44 del tipo de cultivo de adhesién en una placa de 6 pozos a razén de 4 x 10° células por
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pozo. Después de 24 horas, se confirmd que las células se adherian completamente al fondo de la placa. Se
dispensaron 500 pl del medio Opti-MEM (Gibco, No. de catalogo 31985-070) en cada uno de los tres tubos
esterilizados, y después se mezclaron 2 ug de los vectores pCLS09G1, pCLS09G 1f1, pCLS09G1t1 o pCLS09G1g1
preparados, seguido de pipeteo suave. Se dispensaron 500 pl del medio Opti-MEM en cada uno de los tres tubos
esterilizados. Se mezclaron 10 pl de Lipofectamina 2000 (Invitrogen, No. de catalogo 11668-027), seguido de
pipeteo suave, y después se dejé durante 5 minutos a temperatura ambiente. Se mezclaron el ADN y una solucion
de reactivo y después se dejaron a temperatura ambiente durante 20 minutos. Esta mezcla se puso en pozos de una
placa de 6 pozos preparados para cada ADN, seguido de la mezcla de los pozos.

Verificacion de la actividad de la (B-galactosidasa de la combinacidon de células transfectadas con pCLS09G1,
pCLS09G1f1, pCLS09G1t1 0o pCLS09G1g1

Las células DG44 se transfectaron con el vector pCLS09G1, pCLS09G1f1, pCLS09G1t1 o pCLS09G1g1. Después
de 24 horas, el medio se intercambié con un medio que contenia FBS al 10% y 500 pg/ml de geneticina. El
intercambio de medio se realizd cada tres o cuatro dias, y las células se cultivaron bajo las condiciones de 37°C y
5% de CO, durante tres semanas, preparando asi una combinacion estable de células.

Se utilizé un kit de analisis de B-galactosidasa (Stratagen, No. de catalogo 200383) para verificar la actividad de la -
galactosidasa sobre las células transfectadas en forma estable y luego obtener las actividades de 3-galactosidasa de
acuerdo con los vectores y las actividades relativas de 3-galactosidasa basadas en el vector pCLS09G1. Como se
muestra en la Tabla 1 y en la figura 7, la actividad de la B-galactosidasa se incrementd para los vectores con el
factor SAR/MAR introducido en comparacion con el vector del factor SAR/MAR introducido. Ademas, el vector
pCLS09G1f1 incluyendo 5-SAR de CSP-B exhibi6 mayor actividad de la B-galactosidasa que pCLS09G1g1
incluyendo la MAR de B-globina. Por lo tanto, es preferible introducir la 5'-SAR de CSP-B en vectores para aumentar
el nivel de expresion de la proteina objetivo.

[Tabla 1]

Vector usado para SARMAR Actividad de la B-galactosidasa Actividad refativa de la
transfeccion introducido (unidades/mg) B-galactosidasa
pCLS09G1 Ninguno 3,4 1,0

pCLS09G1f1 5-SAR de CSP-B 34,3 10,0
pCLS09G1t1 3’-SAR de CSP-B 7.4 2,2
pCLS09G1g1 MAR de B-globina 29,8 8,7

Verificacion de la actividad de la B-galactosidasa de la combinacién de células transfectadas con pCLS09G1f1,
pCLS09G1f2, pCLS09G1f3 0 pCLS09G 1f4

Se llevo a cabo el siguiente experimento para verificar que la 5-SAR de CSP-B aumentaba los niveles de expresion
de la proteina objetivo e investigar el cambio en el nivel de expresion de la proteina objetivo dependiendo del
numero de copias de los factores SAR introducidos en el vector. Las células DG44 se transfectaron con el vector
pCLS09G1f1, pCLS09G1f2, pCLS09G1f3, o pCLS09G1f4 y luego se seleccionaron con el medio que contenia
geneticina, obteniéndose de este modo combinaciones de células. Se verificd la actividad de la B-galactosidasa
sobre las células transfectadas en forma estable. Se obtuvieron las actividades de la 3-galactosidasa dependiendo
de los vectores. Como se muestra en la Tabla 2 y en la figura 8, el vector que incluye dos copias de los factores SAR
introducidos en el mismo exhibié una mayor actividad de la B-galactosidasa que los vectores, incluyendo una copia o
tres copias de los factores SAR introducidos en el mismo. Es decir, el aumento en los niveles de expresiéon de la
proteina objetivo debido al factor SAR varia dependiendo del numero de copias del factor SAR y se verifico que la
introduccion de dos copias del factor SAR en los vectores puede conducir al aumento maximo en el nivel de
expresion de la proteina objetivo.

[Tabla 2]
Vector SAR introducida Actividad dg la B-galactosidasa Actividad relativa de la
usado para (unidades/mg)
la
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transfeccion B-galactosidasa
Grupo | Grupo | Grupo . Grupo | Grupo | Grupo .
y 2 3 Media y 2 3 Media
pCLS09G1F1 | Unacopia de 5-SAR de 116 | 30 | 50 | 65 | 10 | 10 | 10 | 10
CSP-B
pCLS09G 12 | Doscopiascontinuasde5- |y 7 | 4o3 | 107 | 119 | 13 | 34 | 21 | 23
SAR de CSP-B ’ ’ ’ ’
pCLS09G1f3 |  Tres copias de 5-SAR de 12 36 19 | 22 | o1 | 12 | 04 | 06
CSP-B
Dos copias no continuas de
pCLS09G 14 5-SAR de CSP-B 112 112 66 97 1,0 3,7 1,3 2,0

Ejemplo 5: Preparacion del vector de expresion de NESP
Preparacion del gen de la eritropoyetina

Para la clonacion del gen de eritropoyetina de 582 pb registrado como el acceso del GenBank # M11319 (gen de
eritropoyetina genémica de higado fetal humano) y acceso del GenBank # NM000799 (ARNm de eritropoyetina
humana), se llevé a cabo el siguiente experimento. En primer lugar, se realiz6 la PCR utilizando el cebador IE1ATGF
(atggg ggtgc acgaa tgtcc tgect; SEQ ID NO: 38) y el cebador IE1TGAR (tcatc tgtcc cetgt cctge aggect; SEQ ID NO:
39) aunque utilizando la biblioteca de ADNc de Marathon-Ready de higado humano (BD, No. de catalogo 7407-1)
como una plantilla. La PCR se realiz6 bajo las condiciones de 40 ciclos de 10 segundos a 98°C, 30 segundos a 58°C
y 1 minuto a 72°C. A continuacion, se cloné este producto de la PCR en el vector pGEM-T.

Preparacion del gen NESP

Para la preparacion de genes de analogos de eritropoyetina, los NESP (A30N, H32T, P87V, W88N y P90T), se
realizé el siguiente experimento, como se describe en la reivindicacion 3 de la solicitud de patente coreana No.
1995-0701453. En primer lugar, para la preparacion de genes de los analogos de eritropoyetina A30N y H32T, se
realizé la PCR usando el cebador M13R (gaaac agcta tgacc atg; SEQ ID NO: 40) y el cebador IA1g1R (ctcat tcaag
ctgca tgttt catta cagcc cgtcg tgat; SEQ ID NO: 41) y se realizé la PCR utilizando el cebador M13F (caggg ttttcccagt
cacga; SEQ ID NO: 42) y el cebador IA1gIF (atcac gacgg gctgt aatga aacat gcagc ttgaa tgag; SEQ ID NO: 43),
aunque utilizando el gen de eritropoyetina clonado en el vector pPGEM-T como una plantilla. Las PCR se realizaron
bajo las condiciones de 30 ciclos de 10 segundos a 98°C, 30 segundos a 60°C y 40 segundos a 72°C. A
continuacion, se ligaron estos dos productos de PCR mediante PCR de superposicion, y luego se clonaron entre los
sitios de restriccion Ndel y Sphl del vector pGEM-T.

Con el fin de mutar los genes de los analogos A30N y H32T en genes de los analogos A30N, H32T, P87V, W88N y
POO0T y unir la secuencia de Kozak (gccacc) antes del coddn de iniciaciéon de la transcripcion, se realizé la PCR
usando el cebador M13R y el cebador IA1G2R (cacat gcagc tgcag tgtct cattcacctg ggaagagttg ac; SEQ ID NO: 44) y
se realiz6 la PCR usando el cebador M13F y el cebador IA1G2F (gtcaa ctctt cccaggtgaa tgaga cactgcagct gcatg tg;
SEQ ID NO: 45 ), aunque utilizando los genes de los analogos, A30ON y H32T, clonados en el vector pPGEM-T como
una plantilla. Las PCR se realizaron bajo las condiciones de 30 ciclos de 10 segundos a 98°C, 30 segundos a 60°C y
40 segundos a 72°C. A continuacion, se realiz6 la PCR de superposicion utilizando el cebador IE1KzATGHinF (aatta
agctt gccac catgggggtg cacga atgtc ctgect; SEQ ID NO: 46) y el cebador IE1TGAXhoR (aattc tcgag tccte tgtce cetge
cctge aggcec t; SEQ ID NO: 47) aunque usando estos dos productos de PCR como una plantilla. La PCR se realizé
bajo las condiciones de 30 ciclos de 10 segundos a 98°C, 30 segundos a 60°C y 50 segundos a 72°C.

Preparacion del vector pCLS07A1

El producto de PCR de los genes NESP se cloné entre los sitios de restriccion Hindlll y Xhol del MSC del vector
pCLSO07, para preparar el vector pCLS07A1.

Ejemplo 6: Preparacion del vector de expresion de NESP que incluye el factor SAR

Preparacion del vector pCLS10A1
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Para la preparacién del vector pCLS710A1 insertando MCS para la introduccién del factor SAR o MAR en el sitio de
restriccion Nhel del vector pCLS07A1 capaz de exhibir NESP en células animales, se llevd a cabo el siguiente
experimento. En primer lugar, se realizé la PCR utilizando el cebador NhAsf1F (aattg ctagc atata ggcgc gccaa cttga
ttagg gtgat ggttc acgta g; SEQ ID NO: 48) y el cebador NhCIPaPsf1R (aattg ctagc atata atcta ttata tttaa ttaaa tatag
ggccc ttgag tgttg ttcca gtttg gaaca aga; ID NO: 49) aunque utilizando el vector pcDNA3.1(-) como una plantilla, para
obtener MCS. La PCR se realizé bajo las condiciones de 30 ciclos de 10 segundos a 98°C, 30 segundos a 60°C y 15
segundos a 72°C. Este producto de PCR se clond en el sitio de restriccion Nhel del vector pCLS07A1 para preparar
el vector pCLS10A1.

Preparacion del vector pCLS10AIt1

Para la preparacion del vector pCLS10AIt1 insertando la 3-SAR de CSP-B entre los sitios de restriccion Ascl y
PspOMI del vector pCLS10A1, se llevo a cabo el siguiente experimento. En primer lugar, se realizé la PCR usando
el cebador cs3sAsclF (aattg gcgcg ccgga tcecc ttcecttga tgtac taat; SEQ ID NO: 50) y el cebador cs3sPsp1R (aattg
gagccc gaatt caaac aactc aatag caaga aac; SEQ ID NO: 51) aunque usando el vector pPGEMT-CS3S.1.2k como una
plantilla, para amplificar 3-SAR de CSP-B. La PCR se realiz6 bajo las condiciones de 30 ciclos de 10 segundos a
98°C, 30 segundos a 60°C, y 2 minutos y 30 segundos a 72°C. A continuacion, se cloné este producto de la PCR
entre los sitios de restriccion Ascl y PspOMI del vector pCLS10A1 para preparar el vector pCLS10AIt1.

Preparacion del vector pCLS10A1f1

Para la preparacion del vector pCLS10A1f1 insertando la 5-SAR de CSP-B entre los sitios de restriccion Ascl y
PspOMI del vector pCLS10A1, se llevo a cabo el siguiente experimento. En primer lugar, la PCR se realizé usando
el cebador cs5sAsc1F (aattg gcgcg ccgaa ticct aaaca gagcea attag gtaag; SEQ ID NO: 52) y el cebador cs5sPsp1R
(aattg ggccc gaatt ccagt gtaaa cgtct tectt gt; SEQ ID NO: 53) aunque usando el vector pPGEMT-CS5S.3.0k como una
plantilla, para amplificar la 5’-SAR de CSP-B. La PCR se realizé bajo las condiciones de 30 ciclos de 10 segundos a
98°C, 30 segundos a 60°C, y 2 minutos y 30 segundos a 72°C. A continuacion, se cloné este producto de la PCR
entre los sitios de restriccion Ascl y PspOMI del vector pCLS10A1 para preparar el vector pCLS10A1f1.

Ejemplo 7: Expresion de NESP usando el vector con el factor SAR introducido

Verificacion del nivel de expresiéon de NESP de la combinacién de células DG44 transfectadas con pCLS07A1,
pCLs10A1f1, o pCLS10AIt1

Con el fin de verificar si el efecto del factor SAR, que fue confirmado a través del experimento de actividad de la 8-
galactosidasa, se aplica también a las expresiones de otras proteinas recombinantes, se llevd a cabo el siguiente
experimento. Se transfectaron células DG44 con el vector pCLS07A1, pCLS10A1f1, o pCLS10AIt1 incluyendo la
proteina objetivo NESP y el factor SAR, y se seleccionaron con el medio que contenia geneticina, obteniendo de
este modo una combinacién de células. El nivel de expresion de NESP se verific6 mediante ensayo de
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA). Como se muestra en la Tabla 3 y en la figura 9, se verificd que la
introduccion del factor SAR aumenté el nivel de expresion. En particular, el nivel de expresion de NESP se aumenté
en 11,2 veces cuando se introdujo 5-SAR de CSP-B secuencia abajo del gen NESP que cuando no se introdujo 5'-
SAR de CSP-B.

[Tabla 3]
Vector usado para la SARMAR Nivel de expresion de NESP | Nivel de expresion relativo de
transfeccion introducido (ug/ml) NESP
pCLSO07A1 Ninguno 0,7 1,0
pCLS10A1f1 5-SAR de CSP-B 7,9 11,2
pCLS10AIt1 3’-SAR de CSP-B 2,3 3,2

Verificacion de la frecuencia de formacion de clones positivos que expresan NESP

Con el fin de verificar los efectos del factor SAR de superar la supresion de la expresion génica dependiendo de las
posiciones de genes foraneos, se transfectaron las células DG44 con el vector pCLS07A1, pCLS10AIt1 o
pCLS10A1f1 y se crearon colonias individuales utilizando una placa de 96 pozos. La frecuencia de formacion de
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colonias para cada vector se confirmé mediante observacion microscoépica. Se tomo el liquido de cultivo y se midi6 el
nivel de expresion de NESP, obteniendo de este modo la frecuencia de formacién de clones positivos que expresan
NESP para cada vector. Como se muestra en las Tablas 4 y 5, se mostré un 82% de la frecuencia de formacién de
colonias cuando no se introdujo el factor SAR y el 90% y el 50% de pozos mostraron formacion de colonias para las
introducciones de 5-SAR de CSP-B y 3-SAR de CSP-B, respectivamente. Ademas, la frecuencia de clones
positivos fue de aproximadamente 40% para la no introduccién de factores SAR vy la introduccion de 3'-SAR de CSP-
B, y aumenté a 59% por la introduccion de 5'-SAR de CSP-B. Es decir, se puede verificar que la introduccién de 5'-
SAR de CSP-B supera la supresion de la expresion génica en funcion de las posiciones de los genes foraneos y por
lo tanto se formaron mas clones que expresan la proteina objetivo NESP.

[Tabla 4]
Vector usado para la SARIMAR Numero total Numero de pozos Frgguenma de .
5 . formacion de colonias
transfeccion . . de pozos formadores de colonias o
introducido (%)
pCLSO07A1 Ninguno 240 197 82
pCLS10A1f1 5’-SAR de CSP-B 240 217 90
pCLS10AIt1 3’-SAR de CSP-B 240 119 50
[Tabla 5]
Vector usado para SAR/MAR Numero total de Numero de clones Frecuencia de clones
la transfeccion . . colonias positivos positivos (%)
introducido
pCLSO07A1 Ninguno 197 89 45
pCLS10A1f1 5’-SAR de CSP-B 217 127 59
pCLS10AIt1 3’-SAR de CSP-B 119 51 43

Verificacion sobre el nivel de expresion de NESP de un solo clon

Entre los clones positivos en la placa de 96 pozos, de los cuales se confirmé la expresion de NESP, se
seleccionaron arbitrariamente 24 clones positivos para cada vector y se subcultivaron en una placa de 24 pozos. Se
tomo el liquido del cultivo y se midié el nivel de expresién. Como se muestra en las figuras 10 y 11, el nimero de
clones de alta expresion que exhibieron un nivel de expresion de 10 pg/ml o mas entre 24 clones positivos
seleccionados arbitrariamente fue de 13 para el vector con 5- SAR de CSP-B introducido y 5 para el vector con
factor SAR no introducido. Es decir, se comprobd que la frecuencia de los clones de alta expresién aumenté cuando
se introdujo 5'-SAR de CSP-B en el vector.

Ejemplo 8: Preparacion del vector de expresion anti-HER2
Preparacioén del vector pCO1

Para la preparacion del vector pCO1 que incluye secuencialmente un gen de resistencia a la neomicina, un gen de
resistencia a la ampicilina, un promotor de CMV, MCS y pA de BGH, se llevd a cabo el siguiente experimento. En
primer lugar, se realizé la PCR utilizando el cebador V1_F (aagct tcctc agcat cgggccgeccggecgge tcect gtgec
ctctagttga cagccagctg t; SEQ ID NO: 54) y el cebador V1_R (tagag cccca getgg ttett tccge ctcag; SEQ ID NO: 55)
aunque usando el vector pcDNA3.1(-) como una plantilla. La PCR se realizé bajo las condiciones de 30 ciclos de 10
segundos a 98°C, 30 segundos a 60°C y 1 minuto a 72°C. A continuacion, se clond este producto de la PCR en el
vector pcDNA3.3-TOPO para preparar el vector pC0O1.

Preparacion del vector pC02
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Para la preparacion del vector pC02 que incluye secuencialmente un promotor de CMV, el MCS del vector pC01 y
otro MCS, y pA de BGH, se llevo a cabo el siguiente experimento. En primer lugar, se realiz6 la PCR utilizando el
cebador V2_F (gaatt ctgta caggt acccc tgcag gctcg agcetg tgcct tctag ttgec agecce tetgt; SEQ ID NO: 56) y el cebador
V2_R (tagag cccca getgg ttett tecege ctcag; SEQ ID NO: 57) aunque usando el vector pcDNA3.1(-) como una plantilla.
La PCR se realizo6 bajo las condiciones de 30 ciclos de 10 segundos a 98°C, 30 segundos a 60°C y 1 minuto a 72°C.
A continuacion, se cloné este producto de la PCR en el vector pcDNA3.3-TOPO para preparar el vector pC02.

Preparacion del vector pC03

Para la preparacion del vector pC03 que incluye secuencialmente el gen de resistencia a la neomicina, el gen de
resistencia a la ampicilina, el promotor de CMV, el primer MCS y la pA de BGH del vector pC01 y el promotor de
CMV, el segundo MCS y la pA de BGH del vector pC02, se llevé a cabo el siguiente experimento. En primer lugar, el
vector pC01 se digiridé con las enzimas de restriccion Dralll y Agel, obteniendo de este modo un gran fragmento de
ADN. A continuacion, se realizé la PCR usando el cebador PcmvAgeF (aatct gaccg gtgtt aggcg ttttg cgctg cttcg cg;
SEQ ID NO: 58) y el cebador BGHNheDraR (ttact acact aggcg gatcg agcta gctag agccc cagct ggttc tttcc g; SEQ ID
NO: 59) aunque usando el vector pC02 como una plantilla. Este producto de PCR se digirié con las enzimas de
restriccion Dralll y Agel. La PCR se realiz6 bajo las condiciones de 30 ciclos de 10 segundos a 98°C, 30 segundos a
60°C y 1 minuto a 72°C. Por ultimo, este producto de PCR se ligd al fragmento de ADN obtenido por digestion del
vector pC01 con las enzimas de restriccion Dralll y Agel, preparando con ello el vector pCO03.

Preparacién del vector pCLS05

Para la preparacion del vector pCLS05 que incluye el promotor de SV40dE1, la secuencia de Kozak, la secuencia
DHFR y la pA de TK insertada entre la pA de BGH y el promotor de SV40 del vector 140pC03, se llevé a cabo el
siguiente experimento. Primero, se realizé la PCR usando el cebador PsvApaDraF y el cebador TKNheNdeR aunque
utilizando el vector pC04 como una plantilla. La PCR se realizd bajo las condiciones de 30 ciclos de 10 segundos a
98°C, 30 segundos a 60°C y 1 minuto y 30 segundos a 72°C. A continuacion, este producto de PCR y el vector pC03
se digirieron con las enzimas de restriccion Dralll y Nhel, y los dos grandes fragmentos de ADN asi obtenidos se
ligaron para preparar el vector pCLS05.

Preparacion del vector pCLS05H1

Para la preparacion del vector pCLS05H1 insertando el gen de cadena pesada del anticuerpo anti-HER2 entre los
sitios de restriccion EcoRI y Xhol del vector pCLS05, se llevd a cabo el siguiente experimento. En primer lugar, se
realiz6 la PCR utilizando el cebador H1ssF (ctctt cttgg tagca acagc tacag gtgtc cactc cgagg tccaa ctggt cgaaa geggt
gga; SEQ ID NO: 60) y el cebador HITGAXhoR (aattc tcgag tcatt tacccggaga caggg agagg ctctt; SEQ ID NO: 61)
aunque utilizando el gen del anticuerpo anti-HER2 sintetizado como una plantilla, para amplificar un gen de cadena
pesada que tiene una parte de la secuencia sefial. La PCR se realizé utilizando el cebador H1ssEcoF (aattg gccac
catgg gatgg agctg tatca tcctc ttctt ggtag caaca gctac agg; SEQ ID NO: 62) y el cebador HITGAXhoR (SEQ ID NO:
61) aunque utilizando este producto de PCR como una plantilla, para amplificar un gen de cadena pesada que tiene
la secuencia de Kozak y la secuencia sefial. La PCR se realiz6 bajo las condiciones de 30 ciclos de 10 segundos a
98°C, 30 segundos a 60°C y 1 minuto y 30 segundos a 72°C. A continuacion, se clond este producto de la PCR en el
vector pGEM-T y después se digirid con las enzimas de restriccion EcoRI y Xhol, para obtener el gen de cadena
pesada que tenia la secuencia Kozak y la secuencia sefial, que luego se clono entre los sitios de restriccion EcoRl y
Xhol del vector pCLS05, preparando con ello el vector pCLS05H1.

Preparacion del vector pCLS05H2

Para la preparacion del vector pCLS05H2 insertando el gen de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER2 entre los
sitios de restriccion Hindlll y BamHI del vector pCLS05H1, se llevé a cabo el siguiente experimento. En primer lugar,
la PCR se realizé utilizando el cebador H2ssF (ctctt cttgg tagca acagc tacag gtgtc cactc cgata tccag atgac ccaga
gtccc tct; SEQ ID NO: 63) y el cebador H2TGABamR (aattg gatcc tcaac actct cccetgttga agctc tttgt; SEQ ID NO: 64)
aunque utilizando el gen anti-HER2 sintetizado como una plantilla, para amplificar un gen de cadena ligera que tiene
una parte de la secuencia sefial. La PCR se realizé usando el cebador H2ssHinF (aatta agctt gccac catgg gatgg
agctg tatca tcctc ttctt ggtag caaca gctac agg; SEQ ID NO: 65) y el cebador H2TGABamR (SEQ ID NO: 64) aunque
utilizando este producto de PCR como una plantilla, para amplificar un gen de cadena ligera que tiene la secuencia
de Kozak y la secuencia de sefial. La PCR se realiz6 bajo las condiciones de 30 ciclos de 10 segundos a 98°C, 30
segundos a 60°C y 1 minuto a 72°C. A continuacioén, se clono este producto de la PCR en el vector pGEM-T y
después se digirié con las enzimas de restriccion Hindlll y BamHI, para obtener un gen de cadena ligera que tenia la
secuencia de Kozak y la secuencia sefal, que luego se clond entre los sitios de restriccion Hindlll y BamHI del
vector pCLS05H1, preparando con ello el vector pCLS05H2. El mapa del vector pCLS05H2 se muestra en la figura
12a.

Ejemplo 9: Preparacion del vector de expresion anti-HER2 que incluye el factor SAR
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Preparacioén del vector pCLS05H2f2

Para la preparacion del vector pCLS05H2f2 introduciendo dos copias de 5'-SAR de CSP-B entre el gen de la cadena
pesada y el gen DHFR del vector pCLS05H2 que puede expresar el anticuerpo anti-HER2 en células animales, se
realizd el siguiente experimento. El vector pCLS05H2 y el vector pCLS09G1f2 se digirieron con las enzimas de
restriccion Xhol y BssHII, y los dos grandes fragmentos de ADN asi obtenidos se ligaron para preparar el vector
pCLS05H2f2. El mapa del vector pCLS05H2f2 se muestra en la figura 12b.

Ejemplo 10: Expresion del anticuerpo anti-HER2 utilizando el vector con el factor SAR introducido

Verificacion sobre el nivel de expresion del anticuerpo anti-HER2 de la combinacién de células DG44 transfectadas
con el vector pCLS05H2 o el vector pCLS05H2f2

Las células DG44 se transfectaron con el vector pCLS05H2 que incluia un gen del anticuerpo anti-HER2 de la
proteina objetivo y el vector pCLS05H2f2 que incluia el gen del anticuerpo y el factor SAR, respectivamente, y luego
se seleccionaron con medio que contenia geneticina, para obtener combinaciones de células. Los niveles de
expresion del anticuerpo anti-HER2 para los respectivos vectores se verificaron mediante el ensayo de
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA). Como se muestra en la Tabla 6 y en la figura 13, se confirmé que el
nivel de expresion del anticuerpo anti-HER2 era 30 veces mayor cuando se introdujeron dos copias de factores SAR
que cuando no se introdujo el factor SAR. Se exhibié la resistencia a la geneticina y las células supervivientes fueron
relativamente mas numerosas cuando se uso el vector pCLS05H2f2 incluyendo el factor SAR.

[Tabla 6]
Nivel de expresion del Nivel de expresion relativo del
Vector usado anticuerpo anti-HER2 (ug/ml) anticuerpo anti-HER2
para la SAR introducido
transfeccion Grupo | Grupo | Grupo Media Grupo | Grupo | Grupo Media
1 2 3 1 2 3
pCLS05H2 Ninguno 0,29 0,50 0,26 0,35 1,0 1,0 1,0 1,0
Dos copias continuas de 5'-
pCLS05H2f2 SAR de CSP-B 6,74 8,22 13,6 9,54 22,7 16,2 52,6 30,5

Verificacion sobre el nivel de expresion del anticuerpo anti-HER2 de un solo clon

Se seleccionaron arbitrariamente clones positivos en la placa de 96 pozos, de los cuales se confirmé la expresion
del anticuerpo anti-HER2, y se subcultivaron en una placa de 24 pozos. Se tomo el liquido del cultivo y se midio el
nivel de expresion. Como se muestra en las figuras 14 y 15, el nimero de clones de alta expresion que exhibieron
un nivel de expresion de 5 ug/ml o mas entre 19 clones positivos seleccionados arbitrariamente era de 10 para el
vector al que se le introdujeron dos copias de 5-SAR de CSP-B y 6 para el vector al que no se le introdujo el factor
SAR. Es decir, se verifico que la frecuencia de los clones de alta expresién aumentd relativamente cuando se
introdujo el factor 5’-SAR de CSP-B en el vector.

Aunque la presente invencion ha sido descrita en detalle con referencia a las caracteristicas especificas, sera
evidente para los expertos en la técnica que esta descripcion es sélo para una realizacion preferida y no limita el
alcance de la presente invencién. Por lo tanto, el alcance sustancial de la presente invencion se definira por las
reivindicaciones adjuntas.

<110> Chongkundang

<120> Vectores de expresion animal que portan el factor 5-SAR de CSP-B y métodos para la preparacion de
proteinas recombinantes mediante su uso

<130> PP120046
<150> KR10-2011-0056685

<151>2011-06-13
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cacgtagtgg
tctttaatag
cttttgattt
aacaaaaatt
cccaggctcece
gtgtggaaag
gtcagcaacc
cgcccattcet
ctctgectet
caaaaagctc
atcgtttcege

gaggctattc

gccatcgecce
tggactcttg
ataagggatt
taacgcgaat
ccagcaggca
tcceccagget
atagtccege
ccgecccatg
gagctattcce
ccgggagett
atgattgaac

ggctatgact
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tgatagacgg
ttccaaactg
ttggggattt
taattctgtg
gaagtatgca
ccccagcagg
ccctaactcee
gctgactaat
agaagtagtg
gtatatccat
aagatggatt

gggcacaaca

tttttegecece
gaacaacact
cggectattg
gaatgtgtgt
aagcatgcat
cagaagtatg
gcececatececeg
tttttttatt
aggaggcttt
tttcggatct
gcacgcaggt

gacaatcgge
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tttgacgttg
caaccctatc
gttaaaaaat
cagttagggt
ctcaattagt
caaagcatgc
cccctaacte
tatgcagagg
tttggaggcecce
gatcaagaga
tctececggeceg

tgctctgatg

gagtccacgt
tcggtctatt
gagctgattt
gtggaaagtc
cagcaaccag
atctcaatta
cgececcagtte
ccgaggcecgce
taggcttttg
caggatgagg
cttgggtgga

ccgecgtgtt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



ccggetgtceca
gaatgaactg
cgcagctgtg
gccggggcag
tgatgcaatg
gaaacatcgc
tctggacgaa
catgccecgac
ggtggaaaat
ctatcaggac
tgaccgette
tcgecttett
cgacgcccaa
gcttcggaat
tggagttctt
atagcatcac
ccaaactcat
cgtaatcatg
acatacgagc
cattaattgc
attaatgaat
cctegetcac
caaaggcggt
caaaaggcca
ggctccgecee
cgacaggact
ttcecgacccet
tttctcaatg
gctgtgtgea
ttgagtccaa

ttagcagage

gcgcaggggce
caggacgagg
ctcgacgttg
gatctcctgt
cggeggetge
atcgagcgag
gagcatcagg
ggcgaggatc
ggccgcetttt
atagcgttgg
ctecgtgettt
gacgagttct
cctgeccatca
cgtttteegg
cgcccaccecce
aaatttcaca
caatgtatct
gtcatagctg
cggaagcata
gttgcgectca
cggccaacgce
tgactcgcetg
aatacggtta
gcaaaaggcc
ccctgacgag
ataaagatac
gccgcecttace
ctcacgetgt
cgaacccccce
cccggtaaga

gaggtatgta
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gceeggttcet
cagcgcggct
tcactgaagc
catctcacct
atacgcttga
cacgtactcg
ggctcgegee
tecgtcecgtgac
ctggattcat
ctacccgtga
acggtatcge
tctgageggg
cgagatttcg
gacgccggcet
aacttgttta
aataaagcat
tatcatgtct
tttecectgtgt
aagtgtaaag
ctgceegett
gcggggagag
cgecteggteg
tccacagaat
aggaaccgta
catcacaaaa
caggcgtttce
ggatacctgt
aggtatctca
gttcagcceg
cacgacttat

ggcggtgcta

ttttgtcaag
atcgtggcetg
gggaagggac
tgctecctgee
tceggetace
gatggaagcc
agccgaactg
ccatggcgat
cgactgtggce
tattgctgaa
cgctcecgat
actctggggt
attccaccge
ggatgatcct
ttgcagctta
ttttttcact
gtataccgtce
gaaattgtta
cctggggtge
tccagtcggg
geggtttgeg
ttecggetgeg
caggggataa
aaaaggccgce
atcgacgctc
ccecctggaag
ccgectttet
gttcggtgta
accgctgege
cgccactgge

cagagttcett

19

accgacctgt
gccacgacgg
tggctgctat
gagaaagtat
tgceccatteg
ggtcttgtcg
ttecgecagge
gcectgettge
cggctgggtg
gagcttggeg
tcgcagegea
tcgecgaaatg
cgccttcectat
ccagcgcggg
taatggttac
gcattctagt
gacctctage
tcecgcetcaca
ctaatgagtg
aaacctgtcg
tattgggcge
gcgagceggta
cgcaggaaag
gttgctggeg
aagtcagagg
ctcectegtg
ccetteggga
ggtcgttcge
cttatcecggt
agcagccact

gaagtggtgg

ccggtgecect
gcgtteettg
tgggcgaagt
ccatcatggce
accaccaagce
atcaggatga
tcaaggcgceg
cgaatatcat
tggcggaccg
gcgaatggge
tcgececttceta
accgaccaag
gaaaggttgg
gatctcatge
aaataaagca
tgtggtttgt
tagagcttgg
attccacaca
agctaactca
tgccagetge
tctteegett
tcagctcact
aacatgtgag
tttttccata
tggcgaaacc
cgctetectyg
agcgtggege
tccaagcetgg
aactatcgtc
ggtaacagga

cctaactacg

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580



gctacactag
aaagagttgg
tttgcaagca
ctacggggtc
tatcaaaaag
aaagtatata
tctcagcgat
ctacgatacg
gctcaccgge
gtggtcctge
taagtagttc
tgtcacgectce
ttacatgatc
tcagaagtaa
ttactgtcat
tctgagaata
ccgcgcecaca
aactctcaag
actgatcttc
aaaatgccge
tttttcaata
aatgtattta
ctgacgtcga
ctctgatgcc
gtagtgegeg
gaatctgctt
ttgacattga
cccatatatg
caacgacccc
gactttccat
tcaagtgtat

ctggcattat

aaggacagta
tagctcttga
gcagattacg
tgacgctcag
gatcttcacc
tgagtaaact
ctgtctattt
ggagggctta
tccagattta
aactttatcc
gccagttaat
gtegtttggt
cccecatgttg
gttggcegea
gccatcegta
gtgtatgegg
tagcagaact
gatcttaccg
agcatctttt
aaaaaaggga
ttattgaagc
gaaaaataaa
cggatcggga
gcatagttaa
agcaaaattt
agggttaggc
ttattgacta
gagttccgeg
cgcccattga
tgacgtcaat
catatgccaa

gcccagtaca
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tttggtatct
tccggcaaac
cgcagaaaaa
tggaacgaaa
tagatccttt
tggtctgaca
cgttcatcca
ccatctggece
tcagcaataa
gcctccatcece
agtttgcgeca
atggcttcat
tgcaaaaaag
gtgttatcac
agatgcectttt
cgaccgagtt
ttaaaagtgc
ctgttgagat
actttcacca
ataagggcga
atttatcagg
caaatagggg
gatctceccga
gccagtatct
aagctacaac
gttttgeget
gttattaata
ttacataact
cgtcaataat
gggtggagta
gtacgcceccece

tgaccttatg

gcgcetetget
aaaccaccgc
aaggatctca
actcacgtta
taaattaaaa
gttaccaatg
tagttgcctg
ccagtgctge
accagccagc
agtctattaa
acgttgttge
tcagctcegg
cggttagctce
tcatggttat
ctgtgactgg
gctettgece
tcatcattgg
ccagttcgat
gcgtttetgg
cacggaaatg
gttattgtct
ttcegegeac
tccectatgg
gctcectget
aaggcaaggc
gcttcgegat
gtaatcaatt
tacggtaaat
gacgtatgtt
tttacggtaa
tattgacgtc
ggactttcct
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gaagccagtt
tggtageggt
agaagatcct
agggattttg
atgaagtttt
cttaatcagt
actccccgte
aatgataccg
cggaagggcc
ttgttgecegg
cattgctaca
ttcccaacga
ctteggtect
ggcagcactg
tgagtactca
ggcgtcaata
aaaacgttct
gtaacccact
gtgagcaaaa
ttgaatactc
catgagcgga
atttccccega
tcgactctca
tgtgtgttgg
ttgaccgaca
gtacgggcca
acggggtcat
ggcccgcectg
cccatagtaa
actgcccact
aatgacggta

acttggcagt

accttcggaa
ggtttttttg
ttgatctttt
gtcatgagat
aaatcaatct
gaggcaccta
gtgtagataa
cgagacccac
gagcgcagaa
gaagctagag
ggcatcgtgg
tcaaggcgag
ccgatcgttg
cataattctc
accaagtcat
cgggataata
tcggggegaa
cgtgcaccca
acaggaaggc
atactcttcce
tacatatttg
aaagtgccac
gtacaatctg
aggtcgctga
attgcatgaa
gatatacgcg
tagttcatag
gctgaccgcee
cgccaatagg
tggcagtaca
aatggccege

acatctacgt

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500



attagtcatc
gcggtttgac
ttggcaccaa
aatgggcggt
tcagatcgcee
atccagcectce
ctcgaacact
catcgtcacc
ttctgaacaa
agaccagaaa
tggcgagatc
acttaatcgce
caccgatcge
tceggeacca
tgtecgtegte
gacctatccce
ctcgctcaca
tgatggcgtt
ggacagtcgt
cctecgeggtg
gcggatgage
cgatttccat
agttcagatg
tgaaacgcag
tggttatgce
cgaaatcccg
tgaagcagaa
gctgaacgge
tggtcaggtc
ctttaacgcc

ccgctacgge

gctattacca
tcacggggat
aatcaacggg
aggcgtgtac
tggagacgcece
cggactctag
ttttaagcecceg
tgggacatgt
tggaaaggca
cagcacctcg
gatcccgtceg
cttgcagcac
ccttcccaac
gaagcggtge
ccctcaaact
attacggtca
tttaatgttg
aactcggcegt
ttgccegtetg
atggtgctge
ggcattttce
gttgccactc
tgcggcgagt
gtcgccageg
gatcgcgtca
aatctctatc
gcctgcgatg
aagccgttge
atggatgagc
gtgcgectgtt

ctgtatgtgg
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tggtgatgcg
ttccaagtcet
actttccaaa
ggtgggaggt
atccacgetg
aggatcgaac
tagataaaca
tgcagatcca
ttattgcegt
aactgagccg
ttttacaacg
atccceccecettt
agttgcgcag
cggaaagctg
ggcagatgca
atccgeegtt
atgaaagctg
ttcatctgtg
aatttgacct
gctggagtga
gtgacgtctce
gctttaatga
tgcgtgacta
gcaccgcgece
cactacgtct
gtgcggtggt
tcggttteeg
tgattcgagg
agacgatggt
cgcattatcc

tggatgaagce

gttttggcag
ccaccccatt
atgtcgtaac
ctatataagc
ttttgaccte
ccttaagett
ggctgggaca
tgcacgtaaa
aagccgtgge
cgatattgcc
tcgtgactgg
cgccagetgg
cctgaatggce
gctggagtge
cggttacgat
tgttcccacg
gctacaggaa
gtgcaacggg
gagcgcattt
cggcagttat
gttgctgcecat
tgatttcagce
cctacgggta
tttceggeggt
gaacgtcgaa
tgaactgcac
cgaggtgcegg
cgttaaccgt
gcaggatatc
gaaccatccg

caatattgaa
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tacatcaatg
gacgtcaatg
aactccgecece
agagctcgtt
catagaagac
ctcgecgecaac
cttcacatga
ctcgcaagec
ggtctggtac
cagcgtttca
gaaaaccctg
cgtaatagceg
gaatggcgct
gatcttcecetg
gcgecccatcet
gagaatccga
ggccagacgc
cgctgggteg
ttacgcgeceg
ctggaagatc
aaaccgacta
cgcgetgtac
acagtttcectt
gaaattatcg
aacccgaaac
accgccgacg
attgaaaatg
cacgagcatc
ctgctgatga
ctgtggtaca

acccacggca

ggcgtggata
ggagtttgtt
cattgacgca
tagtgaaccg
accgggaccg
ctattttcce
gcgaaaaata
gactgatgcce
cggtgggtga
acgcgctgta
gcgttaccca
aagaggcccg
ttgectggtt
aggccgatac
acaccaacgt
cgggttgtta
gaattatttt
gttacggcca
gagaaaaccg
aggatatgtg
cacaaatcag
tggaggctga
tatggcaggg
atgagcgtgg
tgtggagcgce
gcacgctgat
gtctgectget
atcctctgea
agcagaacaa
cgctgtgega

tggtgccaat

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360



gaatcgtctg
ggtgcagcgce
ccacggcgcet
ggtgcagtat
cgcgcegegtg
gctttcgeta
taacagtctt
gggeggettce
cccgtggteg
gaacggtctg
gcagcagttt
gttcegtcat
ggcaagcggt
tgaactaccg
gaacgcgacc
ggaaaacctc
cgaaatggat
ctttctttceca
gttcacccgt
taacgcectgg
gcagtgcacg
gcatcagggg
aatggcgatt
cctgaactgce
agaaaactat
agacatgtat
attgaattat
tcaacagcaa
gctgaatatc
atcggcggaa
ataataataa

ctatttaaaa

accgatgatc
gatcgtaatc
aatcacgacg
gaaggcggceg
gatgaagacc
cctggagaga
ggcggttteg
gtctgggact
gcttacggceg
gtctttgeceg
ttccagttce
agcgataacg
gaagtgcctc
cagccggaga
gcatggtcag
agtgtgacgce
ttttgcatcg
cagatgtgga
gcaccgctgg
gtcgaacgcet
gcagatacac
aaaaccttat
accgttgatg
cagctggegce
cccgaccgec
accccgtacg
ggcccacacc
ctgatggaaa
gacggtttcc
ttccagctga

ccgggcaggce

aacacaaact
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cgcegetgget
acccgagtgt
cgctgtatcg
gagccgacac
agcccttcecee
cgcgceccgcet
ctaaatactg
gggtggatca
gtgattttgg
accgcacgcc
gtttatcegg
agctcctgeca
tggatgtcge
gcgccgggcea
aagccgggca
tcececgecge
agctgggtaa
ttggcgataa
ataacgacat
ggaaggcggce
ttgctgatge
ttatcagceg
ttgaagtggc
aggtagcaga
ttactgcecge
tcttececegag
agtggcgcegg
ccagccatcg
atatggggat
gcgcecggteg
catgtctgce

tttggatgtt

accggcgatg
gatcatctgg
ctggatcaaa
cacggccacc
ggctgtgeeg
gatcctttge
gcaggcgttt
gtcgectgatt
cgatacgccg
gcatccagceg
gcaaaccatc
ctggatggtg
tccacaaggt
actctggctce
catcagcgecce
gtceccacgece
taagcgttgg
aaaacaactg
tggcgtaagt
gggccattac
ggtgctgatt
gaaaacctac
gagcgataca
gcgggtaaac
ctgttttgac
cgaaaacggt
cgacttccag
ccatctgcetg
tggtggcgac
ctaccattac
cgtatttecge
cggtttattce
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agcgaacgcg
tcgetgggga
tctgtcgatce
gatattattt
aaatggtcca
gaatacgccc
cgtcagtatc
aaatatgatg
aacgatcgcc
ctgacggaag
gaagtgacca
gcgetggatg
aaacagttga
acagtacgcg
tggcagcagt
atcccgceatce
caatttaacc
ctgacgccge
gaagcgaccce
caggccgaag
acgaccgctc
cggattgatg
ccgcatcegg
tggctcggat
cgctgggatc
ctgcgetgeg
ttcaacatca
cacgcggaag
gactcctgga
cagttggtct
gtaaggaaat

tttttetttt

taacgcgaat
atgaatcagg
cttcecegece
gcccgatgta
tcaaaaaatg
acgcgatggg
ccecgtttaca
aaaacggcaa
agttctgtat
caaaacacca
gcgaatacct
gtaagcecget
ttgaactgce
tagtgcaacc
ggcgtetgge
tgaccaccag
gccagtcagg
tgcgcgatca
gcattgaccc
cagcgttgtt
acgcgtggca
gtagtggtca
cgcggattgg
tagggccgceca
tgccattgtce
ggacgcgcga
gccgctacag
aaggcacatg
gceccegtcagt
ggtgtcaaaa
ccattatgta

acttttttat

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

63900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280



catgggagcc
aagtgatacg
gtttggtctg
ttgtttgcece
cctaataaaa
gtggggtggg
atgcggtggg
tacctgcagg
attatgaagg
aatcccaaat
ggtacaaaat
taagaaaaca
aaccaaggaa
agatgtccca
gcaatctata
ggaaaagcca
attgaaatag
acagtaatta
ttcagagtcce
agggggtctt
attggatagc
taatttaaaa
acaggcgtaa
cacaagcaac
atgaaatgac
aagccacata
caatgaaaac
ccaaagaaga
taaaggaaat
aataatttta

gctgataage

tacttcecegt
ggtattattt
ctttctgaca
ctcececeegtg
tgaggaaatt
gcaggacagc
ctctatgget
gaattcctaa
aagaagtaaa
aatccacaca
cagttgtgtt
atttccttta
gtgaaagaat
tgttcacgga
gattcaatgce
atcctaaaat
aaaaacaaag
aaacagcatg
agaaataaac
gaacattcag
catgtgcaaa
taaatcaatc
tcttcatggt
aaaagataaa
aatatcaaga
tctgataagg
aaaaacaacg
tatgcgaata
gtgaatcaaa
aaataacaag

aatgcaaaag
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ttttcecgat
ttgccgcetat
aactcggctc
ccttecttga
gcatcgcatt
aagggggagg
tctgaggegg
acagagcaat
actatttcta
aaaactagta
tctatacaca
taataacatc
tgtacactaa
tagggatact
aatctctgtce
tcatatgtaa
ttggagtact
gcaaaggcat
acaacattta
tggggaaaga
atactctagt
ctaaatataa
ttctgatttg
attgatacat
aaatgaaaag
gctgagtatce
caattttaag
accagcaaac
accatatgac
tgtcagcaag

gatacaacca

ttggctacat
ttctectgtte
gagctgtgce
ccctggaagg
gtctgagtag
attgggaaga
aaagaaccag
taggtaagaa
tttgcagatg
gagttaataa
aacccacaat
ccaaagaata
aaaccacaaa
taatattgtt
aaaatttcaa
ttccatagga
tacacttctce
aaggatagac
tggccatttg
ataatatctt
agactcctac
gggccaaaac
tcaatggatt
ttgaatgcat
acaatctgca
cagaatatat
aatgggcaaa
acatgaagtg
atactacttt
gatgcagaga

ctgtggaaaa
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gacatcaacc
tcgectattat
ttctagttge
tgccactcce
gtgtcattct
caatagcagg
ctggggctct
aatgaaagaa
acatgactgt
gcaaattcaa
gaacaataaa
aaatacatgg
taattgctga
aaatggcaat
atggtcttct
tccaaaaaag
aatttcaaaa
atatggatca
atttttgata
caacaagtgg
cttatgtcac
cataaaactc
cttaaatttg
aaaatttttt
gaatgggaga
aacaaactct
ggacttgaat
atgctcaaca
acacccatta
aataggaact

cagtttggtg

atatcagcaa
tccaaccgcet
cagccatctg
actgtccttt
attctggggg

catgctgggg

agctagcata
aaggtatcca
atacaaagaa
caaatttcag
aaaaggaaac
gactaaattt
ttaaatggaa
acttcccaaa
ttgctgaaat
caaaaccaat
cttacaagct
atggaataga
aggattgtca
tgctggaaca
atacaataat
ttagaagaaa
acaccaaaag
taatttgcac
aaatatttac
tccagetcaa
caacatttct
tcattactca
ggatgaagat
ttcctatgtt

gttecttaaa

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020

10080

10140



aaattaaaaa
tatccaaaag
tgctgcatta
acaaataact
atactggcat
cagccacaac
ttgcagattt
tgttatgtga
cccttttaat
aagacattaa
ctttgctaaa
agactatagt
gttaatcaag
acactgctta
cctactctce
ttaaaacgtc
ggcttgctat
gccatatagc
atgattacgce
ttggctgecga
acgcgggcegt
gaccgaaccce
tattgcegtce
cccecgttta
tacttgatgce
ttatatttcc
cttgtcacaa
ccteccgacta
aaggcatcat
ctactgagaa
caggttttcc

attctttgga

taggattatt
aactgaaaac
gctacaatag
tgtggtataa
gtgctacagc
aggccatgta
tgaatgtgct
attttacctc
tttaaaaaat
agatggttat
attatttaaa
tgtattgact
gataaaataa
tggtaacagt
aaattttctt
tactatgggg
tgacaaggaa
gatcgctata
caagctctag
gccectgggece
attggcccca
cgcgtttatg
atagcgcggg
aactcattac
ctttttecte
ccaaatcaat
agagtctgag
tccaaaccat
ccaaactttt
ctatattaat
tacccataat

agtacttgaa
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gtataactca
atattgttca
ccaaaagatg
acatacaatg
ttgtatgaat
ttgtgtgatt
aaatgtcact
aattttttaa
gcagatatta
cagtgaatga
aattacttgce
aagatttcta
attgcattgt
cagtctgtgg
aacaaacata
caagctaggt
gacgtttaca
tgctagcgat
ctagaggtcg
ttcacccgaa
atggggtctc
aacaaacgac
ttccttecgg
taaccggttt
ctggacctca
ttctgggaaa
gtggectggt
gtctacttta
ggcaagaaaa
tctgtcettt
caccagattc

ctcgttcectg

gaaattccaa
tgcagaaatt
aaaacaaccc
ggaatattat
ctcagaaaca
ccgtttatat
gaattgaata
atgggtcata
catgagaaaa
tgagaaatta
atattaaatt
cgagcatggg
atgtacaatg
gagacaggtt
tattatgact
tcaaaaaata
ctggaattcg
aacaatttca

acggtaatgg

cttggggggt

ggtggggtat

ccaacacccg
tattgtctcce
tagtctttct
gagaggacgc
aacgtgtcac
tgattcatgg
cttgccaatt
tgagctcctce
aaaggtcgat
tgtttacctt
agcggaggcc
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aagtatatat
tgtacacaaa
aaatgtccat
ttttccatca
ttattacaag
gaaatatcca
ctttaaaatg
aacttatgtt
aatgtgctag
ggtaatgttt
ttttaatgce
gaaaatgctt
tgatcccaag
aaaaagtgat
ataatcagaa
gaagtttgat
ggccctatat
cacaggaaac
cagggcctge
ggggtgggga
cgacagagtg
tgcgttttat
ttcegtgttt
tctcgtagac
ctgggtattc
tttcaaattc
cttcectggta
ccggttgtte
gtggtggttce
tcttctcagg

ccactgaaga

agggtaggtc

atttggtata
tgcttattat
tgacagatga
aaaagaacga
tgaatgtagc
gaggtggtgg
gttaattgta
tagcataatc
agcatatttc
attatttteg
taggaaagaa
aatttgtagg
tatttaaaac
attttcccectt
aaaattattt
aaatgtagtt
ggccatcatg
agctatgacc
cgccccgacg
aaaggaagaa
ccagccctgg
tctgtetttt
cagttagcct
ttcaaactta
tgggagaagt
ctgcatgatc
aacagaactg
aataagtctt
tttgagttct
aatggagaac
ggttgtggtc

tcegttettg

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11940

12000

12060



10

15

20

ccaatcccca
cgaaacgatc
agctttttge
gaggcagagg
gaatgggcgg
gttgctgact
tttccacacc
<210> 2
<211> 14876

<212> ADN

tattttggga
ctcatcctgt
aaaagcctag
cggcctegge
aactgggegyg
aattgagatg

ctaactgaca

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> vector pCLS09G1f2

<220>

<221> promotor

<222> (4140)..(4834)

<220>

<221>gen

<222> (4937)..(8164)

<220>

<221>gen

<222> (8216)..(8418)

<220>

<221>gen

<222> (8711)..(11139)

<220>

<221>gen

<222> (11146)..(13574)

<400> 2
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cacggcgacg
ctcttgatca
gcctccaaaa
ctctgcataa
agttaggggce
catgctttge

cacattccac

atgcagttca
gatccgaaaa
aagcctcctce
ataaaaaaaa
gggatgggcg

atacttctge

ag

25

atggtcgaac
tggatataca
actacttctg
ttagtcagce
gagttagggg

ctgctgggga

catgatggcg
agctcceggg
gaatagctca
atggggcgga
cgggactatg

gcctggggac

12120

12180

12240

12300

12360

12420

12452



cacgtagtgg
tctttaatag
cttttgattt
aacaaaaatt
cccaggcetcece
gtgtggaaag
gtcagcaacc
cgcccattcet

ctctgectcet

gccatcgceccece
tggactcttg
ataagggatt
taacgcgaat
ccagcaggca
tcececcagget
atagtccecge
ccgecccatg

gagctattcc
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tgatagacgg
ttccaaactg
ttggggattt
taattctgtg
gaagtatgca
ccccagcagg
ccctaactce
gctgactaat

agaagtagtg

tttttcgeee
gaacaacact
cggcctattg
gaatgtgtgt
aagcatgcat
cagaagtatg
gcccatceeg
tttttttatt

aggaggcttt
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tttgacgttg
caaccctatce
gttaaaaaat
cagttagggt
ctcaattagt
caaagcatgc
cccctaacte
tatgcagagg

tttggaggcce

gagtccacgt
tcggtctatt
gagctgattt
gtggaaagtc
cagcaaccag
atctcaatta
cgcccagtte
ccgaggcecgce

taggcttttg

60

120

180

240

300

360

420

480

540



caaaaagctc
atcgtttcege
gaggctattc
ccggcectgtceca
gaatgaactg
cgcagctgtg
gccggggcag
tgatgcaatg
gaaacatcgc
tctggacgaa
catgccecgac
ggtggaaaat
ctatcaggac
tgaccgette
tcgecttett
cgacgcccaa
gcttcggaat
tggagttctt
atagcatcac
ccaaactcat
cgtaatcatg
acatacgagc
cattaattgc
attaatgaat
cctcgcectcecac
caaaggcggt
caaaaggcca
ggctccgecee
cgacaggact
ttccgaccect

tttetcaatg

ccgggagcett
atgattgaac
ggctatgact
gcgcaggggc
caggacgagg
ctcgacgttg
gatctccetgt
cggecggctge
atcgagcgag
gagcatcagg
ggcgaggatc
ggccgetttt
atagcgttgg
ctcgtgettt
gacgagttct
cctgeccatca
cgttttecegg
cgcccaccecce
aaatttcaca
caatgtatct
gtcatagcectg
cggaagcata
gttgcgectca
cggccaacgce
tgactcgctg
aatacggtta
gcaaaaggcc
ccctgacgag
ataaagatac
gcecgettace

ctcacgcetgt
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gtatatccat
aagatggatt
gggcacaaca
gcccggttet
cagcgcgget
tcactgaagc
catctcacct
atacgcttga
cacgtactcg
ggctcgegee
tcgtecgtgac
ctggattcat
ctacccgtga
acggtatcge
tctgageggg
cgagatttcg
gacgccggcet
aacttgttta
aataaagcat
tatcatgtct
tttectgtgt
aagtgtaaag
ctgceegett
gcggggagag
cgctcggteg
tccacagaat
aggaaccgta
catcacaaaa
caggcgttte
ggatacctgt

aggtatctca

tttecggatct
gcacgcaggt
gacaatcggce
ttttgtcaag
atcgtggetg
gggaagggac
tgctcctgee
tceggetace
gatggaagcc
agccgaactg
ccatggcgat
cgactgtggce
tattgctgaa
cgctececgat
actctggggt
attccaccge
ggatgatcct
ttgcagctta
ttttttcact
gtataccgtce
gaaattgtta
cctggggtge
tccagtcggg
gcggtttgeg
ttcggctgeg
caggggataa
aaaaggccgce
atcgacgctc
ccectggaag
ccgectttet

gtteggtgta
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gatcaagaga
tctececggeceg
tgctctgatg
accgacctgt
gccacgacgg
tggctgectat
gagaaagtat
tgcccattceg
ggtcttgtcg
ttcgccagge
gcctgettge
cggetgggtyg
gagcttggeg
tcgcagegea
tcgcgaaatg
cgccttcectat
ccagcgcggg
taatggttac
gcattctagt
gacctctage
tcegcetcaca
ctaatgagtg
aaacctgtcg
tattgggcge
gcgagcggta
cgcaggaaag
gttgctggeg
aagtcagagg
ctcectegtg
ccctteggga

ggtegttege

caggatgagg
cttgggtgga
ccgecgtgtt
ccggtgececct
gegttecettg
tgggcgaagt
ccatcatggce
accaccaagc
atcaggatga
tcaaggcgceg
cgaatatcat
tggeggaccg
gcgaatgggce
tcgectteta
accgaccaag
gaaaggttgg
gatctcatge
aaataaagca
tgtggtttgt
tagagcttgg
attccacaca
agctaactca
tgccagetge
tctteegett
tcagctcact
aacatgtgag
tttttccata
tggcgaaacc
cgctctectg
agcgtggege

tccaagetgg

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400



gctgtgtgeca
ttgagtccaa
ttagcagagc
gctacactag
aaagagttgg
tttgcaagca
ctacggggtc
tatcaaaaag
aaagtatata
tctcagecgat
ctacgatacg
gctcaccgge
gtggtcctge
taagtagttc
tgtcacgectce
ttacatgatc
tcagaagtaa
ttactgtcat
tctgagaata
ccgcgccaca
aactctcaag
actgatcttc
aaaatgccgce
tttttcaata
aatgtattta
ctgacgtcga
ctctgatgcc
gtagtgegeg
gaatctgctt
ttgacattga
cccatatatg

caacgacccc

cgaacccccece
cccggtaaga
gaggtatgta
aaggacagta
tagctcttga
gcagattacg
tgacgctcag
gatcttcacc
tgagtaaact
ctgtctattt
ggagggctta
tccagattta
aactttatcc
gccagttaat
gtegtttggt
cccecatgttg
gttggcegea
gccatccgta
gtgtatgegg
tagcagaact
gatcttaccg
agcatctttt
aaaaaaggga
ttattgaagc
gaaaaataaa
cggatcggga
gcatagttaa
agcaaaattt
agggttaggc
ttattgacta
gagttccgeg

cgceccattga
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gttcagcceg
cacgacttat
ggcggtgeta
tttggtatct
tccggcaaac
cgcagaaaaa
tggaacgaaa
tagatccttt
tggtctgaca
cgttcatcca
ccatctggece
tcagcaataa
gcctccatcece
agtttgcgeca
atggcttcat
tgcaaaaaag
gtgttatcac
agatgctttt
cgaccgagtt
ttaaaagtgc
ctgttgagat
actttcacca
ataagggcga
atttatcagg
caaatagggg
gatctcccga
gccagtatct
aagctacaac
gttttgeget
gttattaata
ttacataact

cgtcaataat

accgcetgege
cgccactgge
cagagttctt
gcgetctget
aaaccaccgc
aaggatctca
actcacgtta
taaattaaaa
gttaccaatg
tagttgcctg
ccagtgctge
accagccagc
agtctattaa
acgttgttge
tcagctcegg
cggttagcetce
tcatggttat
ctgtgactgg
gctecttgecee
tcatcattgg
ccagttcgat
gcgtttetgg
cacggaaatg
gttattgtct
ttcegegeac
tccectatgg
gctcectget
aaggcaaggc
gcttcgegat
gtaatcaatt
tacggtaaat
gacgtatgtt

28

cttatcecggt
agcagccact
gaagtggtgg
gaagccagtt
tggtageggt
agaagatcct
agggattttg
atgaagtttt
cttaatcagt
actccccegte
aatgataccg
cggaagggcc
ttgttgecegg
cattgctaca
ttcccaacga
ctteggtect
ggcagcactg
tgagtactca
ggcgtcaata
aaaacgttct
gtaacccact
gtgagcaaaa
ttgaatactc
catgagcgga
atttcccega
tcgactctca
tgtgtgttgg
ttgaccgaca
gtacgggcca
acggggtcat
ggcccgectg

cccatagtaa

aactatcgtce
ggtaacagga
cctaactacg
accttcggaa
ggtttttttg
ttgatctttt
gtcatgagat
aaatcaatct
gaggcaccta
gtgtagataa
cgagacccac
gagcgcagaa
gaagctagag
ggcatcgtgg
tcaaggcgag
ccgatcgttg
cataattctc
accaagtcat
cgggataata
tcggggcgaa
cgtgcaccca
acaggaaggc
atactcttcc
tacatatttg
aaagtgccac
gtacaatctg
aggtcgctga
attgcatgaa
gatatacgcg
tagttcatag
gctgaccgece

cgccaatagg

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320



gactttccat
tcaagtgtat
ctggcattat
attagtcatc
gcggtttgac
ttggcaccaa
aatgggeggt
tcagatcgcece
atccagcectce
ctcgaacact
catcgtcacc
ttctgaacaa
agaccagaaa
tggcgagatce
acttaatcgce
caccgatcge
tcecggeacca
tgtcgtegte
gacctatcce
ctcgcectcaca
tgatggegtt
ggacagtcgt
cctecgeggtg
gcggatgage
cgatttccat
agttcagatg
tgaaacgcag
tggttatgce
cgaaatcccg
tgaagcagaa

gctgaacgge

tgacgtcaat
catatgccaa
gcccagtaca
gctattacca
tcacggggat
aatcaacggg
aggcgtgtac
tggagacgcce
cggactctag
ttttaagccg
tgggacatgt
tggaaaggca
cagcacctcg
gatcccgtceg
cttgcagcac
ccttcccaac
gaagcggtge
ccctcaaact
attacggtca
tttaatgttg
aactcggegt
ttgccgtcetg
atggtgctge
ggcattttcce
gttgccactc
tgcggegagt
gtcgccageg
gatcgcgtca
aatctctatc
gcctgegatg

aagccegttge
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gggtggagta
gtacgccccee
tgaccttatg
tggtgatgcg
ttccaagtct
actttccaaa
ggtgggaggt
atccacgcetg
aggatcgaac
tagataaaca
tgcagatcca
ttattgcegt
aactgagccg
ttttacaacg
atcccccttt
agttgcgcag
cggaaagctg
ggcagatgca
atccgcecegtt
atgaaagctg
ttcatctgtg
aatttgacct
gctggagtga
gtgacgtctc
gctttaatga
tgcgtgacta
gcaccgcgec
cactacgtct
gtgcggtggt
tcggtttceg

tgattcgagg

tttacggtaa
tattgacgtc
ggactttcct
gttttggcag
ccaccccatt
atgtcgtaac
ctatataagc
ttttgaccte
ccttaagett
ggctgggaca
tgcacgtaaa
aagccgtgge
cgatattgcce
tcgtgactgg
cgccagetgg
cctgaatggce
gctggagtge
cggttacgat
tgttccecacg
gctacaggaa
gtgcaacggg
gagcgcattt
cggcagttat
gttgctgcat
tgatttcage
cctacgggta
tttecggeggt
gaacgtcgaa
tgaactgcac
cgaggtgcgg

cgttaaccegt
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actgcccact
aatgacggta
acttggcagt
tacatcaatg
gacgtcaatg
aactccgece
agagctcgtt
catagaagac
ctcgecgecaac
cttcacatga
ctcgcaagece
ggtctggtac
cagcgtttca
gaaaaccctg
cgtaatagcg
gaatggcgct
gatcttecctg
gcgceccatct
gagaatccga
ggccagacgc
cgctgggteg
ttacgcgeceg
ctggaagatc
aaaccgacta
cgcgetgtac
acagtttcett
gaaattatcg
aacccgaaac
accgccgacg
attgaaaatg

cacgagcatc

tggcagtaca
aatggcccge
acatctacgt
ggcgtggata
ggagtttgtt
cattgacgca
tagtgaaccg
accgggaccg
ctattttcce
gcgaaaaata
gactgatgcc
cggtgggtga
acgcgctgta
gcgttaccca
aagaggcccg
ttgectggtt
aggccgatac
acaccaacgt
cgggttgtta
gaattatttt
gttacggcca
gagaaaaccg
aggatatgtg
cacaaatcag
tggaggctga
tatggcaggg
atgagcgtgg
tgtggagcgce
gcacgctgat
gtctgectgcet

atcectctgea

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180



tggtcaggtc
ctttaacgcc
ccgctacgge
gaatcgtctg
ggtgcagcgce
ccacggcgcet
ggtgcagtat
cgcgcegegtg
gctttcgeta
taacagtctt
gggeggettce
cccgtggteg
gaacggtctg
gcagcagttt
gttccegtcat
ggcaagcggt
tgaactaccg
gaacgcgacc
ggaaaacctc
cgaaatggat
ctttctttca
gttcacccgt
taacgcctgg
gcagtgcacg
gcatcagggg
aatggcgatt
cctgaactgce
agaaaactat
agacatgtat
attgaattat
tcaacagcaa

gctgaatatc

atggatgagc
gtgcgetgtt
ctgtatgtgg
accgatgatc
gatcgtaatc
aatcacgacg
gaaggcggceg
gatgaagacc
cctggagaga
ggcggttteg
gtctgggact
gcttacggceg
gtctttgeceg
ttccagttcecce
agcgataacg
gaagtgcctc
cagccggaga
gcatggtcag
agtgtgacgce
ttttgcatcg
cagatgtgga
gcaccgcetgg
gtcgaacgcet
gcagatacac
aaaaccttat
accgttgatg
cagctggegce
cccgaccgcec
accccgtacg
ggcccacacc
ctgatggaaa

gacggtttcc
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agacgatggt
cgcattatcc
tggatgaagc
cgcgcetgget
acccgagtgt
cgctgtatcg
gagccgacac
agcccttcece
cgcgceccgcet
ctaaatactg
gggtggatca
gtgattttgg
accgcacgcc
gtttatcegg
agctcctgeca
tggatgtcge
gcgecgggea
aagccgggca
tceceegeecge
agctgggtaa
ttggcgataa
ataacgacat
ggaaggcggce
ttgctgatge
ttatcagccg
ttgaagtggc
aggtagcaga
ttactgecege
tctteceegag
agtggcgcegg
ccagccatcg

atatggggat

gcaggatatc
gaaccatccg
caatattgaa
accggcgatg
gatcatctgg
ctggatcaaa
cacggccacc
ggctgtgeeg
gatcctttge
gcaggcgttt
gtcgctgatt
cgatacgeccg
gcatccagceg
gcaaaccatc
ctggatggtg
tccacaaggt
actctggcetce
catcagcgcce
gtcccacgece
taagcgttgg
aaaacaactg
tggcgtaagt
gggccattac
ggtgctgatt
gaaaacctac
gagcgataca
gcgggtaaac
ctgttttgac
cgaaaacggt
cgacttccag
ccatctgcetg
tggtggegac
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ctgctgatga
ctgtggtaca
acccacggca
agcgaacgcg
tcgetgggga
tctgtcgatce
gatattattt
aaatggtcca
gaatacgccc
cgtcagtatc
aaatatgatg
aacgatcgcce
ctgacggaag
gaagtgacca
gcgectggatg
aaacagttga
acagtacgcg
tggcagcagt
atcccgeate
caatttaacc
ctgacgecege
gaagcgaccce
caggccgaag
acgaccgctc
cggattgatg
ccgcatcegg
tggctcggat
cgctgggatc
ctgcgetgeg
ttcaacatca
cacgcggaag

gactcctgga

agcagaacaa
cgctgtgega
tggtgccaat
taacgcgaat
atgaatcagg
cttceegece
gcccgatgta
tcaaaaaatg
acgcgatggg
ccecgtttaca
aaaacggcaa
agttctgtat
caaaacacca
gcgaatacct
gtaagccget
ttgaactgce
tagtgcaacc
ggcgtctgge
tgaccaccag
gccagtcagg
tgcgecgatca
gcattgaccc
cagcgttgtt
acgcgtggca
gtagtggtca
cgeggattgg
tagggccgceca
tgccattgtce
ggacgcgcga
gccgctacag
aaggcacatg

gcccegtecagt

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100



atcggcggaa
ataataataa
ctatttaaaa
catgggagcc
aagtgatacg
gtttggtctg
ttgtttgece
cctaataaaa
gtggggtggg
atgecggtggg
tacctgcagg
attatgaagg
aatcccaaat
ggtacaaaat
taagaaaaca
aaccaaggaa
agatgtccca
gcaatctata
ggaaaagcca
attgaaatag
acagtaatta
ttcagagtcc
agggggtctt
attggatagc
taatttaaaa
acaggcgtaa
cacaagcaac
atgaaatgac
aagccacata
caatgaaaac

ccaaagaaga

ttccagectga
ccgggcaggce
aacacaaact
tacttcecegt
ggtattattt
ctttctgaca
ctcecececegtg
tgaggaaatt
gcaggacagc
ctctatggcet
gaattcctaa
aagaagtaaa
aatccacaca
cagttgtgtt
atttccttta
gtgaaagaat
tgttcacgga
gattcaatgc
atcctaaaat
aaaaacaaag
aaacagcatg
agaaataaac
gaacattcag
catgtgcaaa
taaatcaatc
tcttcatggt
aaaagataaa
aatatcaaga
tctgataagg
aaaaacaacg

tatgcgaata
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gcgecggteg
catgtctgce
tttggatgtt
ttttcecegat
ttgccgetat
aactcggctce
ccttecttga
gcatcgcatt
aagggggagg
tctgaggegg
acagagcaat
actatttcta
aaaactagta
tctatacaca
taataacatc
tgtacactaa
tagggatact
aatctctgtce
tcatatgtaa
ttggagtact
gcaaaggcat
acaacattta
tggggaaaga
atactctagt
ctaaatataa
ttectgatttg
attgatacat
aaatgaaaag
gctgagtatc
caattttaag

accagcaaac

ctaccattac
cgtatttecge
cggtttattc
ttggctacat
ttctcetgtte
gagctgtgcece
ccctggaagg
gtctgagtag
attgggaaga
aaagaaccag
taggtaagaa
tttgcagatg
gagttaataa
aacccacaat
ccaaagaata
aaaccacaaa
taatattgtt
aaaatttcaa
ttccatagga
tacacttctc
aaggatagac
tggccatttg
ataatatctt
agactcctac
gggccaaaac
tcaatggatt
ttgaatgcat
acaatctgca
cagaatatat
aatgggcaaa

acatgaagtg

31

cagttggtct
gtaaggaaat
tttttetttt
gacatcaacc
tcgetattat
ttctagttge
tgccactcece
gtgtcattct
caatagcagg
ctggggctct
aatgaaagaa
acatgactgt
gcaaattcaa
gaacaataaa
aaatacatgg
taattgctga
aaatggcaat
atggtcttct
tccaaaaaag
aatttcaaaa
atatggatca
atttttgata
caacaagtgg
cttatgtcac
cataaaactc
cttaaatttg
aaaatttttt
gaatgggaga
aacaaactct
ggacttgaat

atgctcaaca

ggtgtcaaaa
ccattatgta
acttttttat
atatcagcaa
tccaacceget
cagccatctg
actgtccttt
attectggggg

catgctgggg

agctagcata
aaggtatcca
atacaaagaa
caaatttcag
aaaaggaaac
gactaaattt
ttaaatggaa
acttcccaaa
ttgectgaaat
caaaaccaat
cttacaagct
atggaataga
aggattgtca
tgctggaaca
atacaataat
ttagaagaaa
acaccaaaag
taatttgcac
aaatatttac
tccagctcaa
caacatttct

tcattactca

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960



taaaggaaat
aataatttta
gctgataagc
aaattaaaaa
tatccaaaag
tgctgcatta
acaaataact
atactggcat
cagccacaac
ttgcagattt
tgttatgtga
cccttttaat
aagacattaa
ctttgctaaa
agactatagt
gttaatcaag
acactgctta
cctactctcce
ttaaaacgtc
ggcttgectat
gcaattaggt
ttctatttge
tagtagagtt
acacaaaccc
acatcccaaa
actaaaaacc
atacttaata
ctgtcaaaat
tgtaattcca
gtacttacac
ggcataagga

atttatggcc

gtgaatcaaa
aaataacaag
aatgcaaaag
taggattatt
aactgaaaac
gctacaatag
tgtggtataa
gtgctacagce
aggccatgta
tgaatgtgct
attttacctc
tttaaaaaat
agatggttat
attatttaaa
tgtattgact
gataaaataa
tggtaacagt
aaattttcett
tactatgggg
tgacaaggaa
aagaaaatga
agatgacatg
aataagcaaa
acaatgaaca
gaataaaata
acaaataatt
ttgttaaatg
ttcaaatggt
taggatccaa
ttctcaattt
tagacatatg

atttgatttt
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accatatgac
tgtcagcaag
gatacaacca
gtataactca
atattgttca
ccaaaagatg
acatacaatg
ttgtatgaat
ttgtgtgatt
aaatgtcact
aattttttaa
gcagatatta
cagtgaatga
aattacttgce
aagatttcta
attgcattgt
cagtctgtgg
aacaaacata
caagctaggt
gacgtttaca
aagaaaaggt
actgtataca
ttcaacaaat
ataaaaaaag
catgggacta
gctgattaaa
gcaatacttc
cttetttget
aaaagcaaaa
caaaacttac
gatcaatgga

tgataaggat

atactacttt
gatgcagaga
ctgtggaaaa
gaaattccaa
tgcagaaatt
aaaacaaccc
ggaatattat
ctcagaaaca
ccgtttatat
gaattgaata
atgggtcata
catgagaaaa
tgagaaatta
atattaaatt
cgagcatggg
atgtacaatg
gagacaggtt
tattatgact
tcaaaaaata
ctggaattcg
atccaattat
aagaaaatcc
ttcagggtac
gaaactaaga
aatttaacca
tggaaagatg
ccaaagcaat
gaaatggaaa
ccaatattga
aagctacagt
atagattcag

tgtcaagggg

32

acacccatta
aataggaact
cagtttggtg
aagtatatat
tgtacacaaa
aaatgtccat
ttttccatca
ttattacaag
gaaatatcca
ctttaaaatg
aacttatgtt
aatgtgctag
ggtaatgttt
ttttaatgce
gaaaatgctt
tgatcccaag
aaaaagtgat
ataatcagaa
gaagtttgat
ggcccgaatt
gaaggaagaa
caaataatcc
aaaatcagtt
aaacaatttc
aggaagtgaa
tcccatgttce
ctatagattc
agccaatcct
aatagaaaaa
aattaaaaca
agtccagaaa

gtcttgaaca

ggatgaagat
ttcctatgtt
gttccttaaa
atttggtata
tgcttattat
tgacagatga
aaaagaacga
tgaatgtagc
gaggtggtgg
gttaattgta
tagcataatc
agcatatttc
attatttteg
taggaaagaa
aatttgtagg
tatttaaaac
attttccett
aaaattattt
aaatgtagtt
cctaaacaga
gtaaaactat
acacaaaaac
gtgtttctat
ctttataata
agaattgtac
acggataggg
aatgcaatct
aaaattcata
caaagttgga
gcatggcaaa

taaacacaac

ttcagtgggg

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880



aaagaataat
ctagtagact
tataagggcce
atttgtcaat
tacatttgaa
aaaagacaat
gtatccagaa
ttaagaatgg
caaacacatg
atgacatact
gcaaggatgc
aaccactgtg
actcagaaat
gttcatgcag
agatgaaaac
caatgggaat
tgaatctcag
tgattcecgtt
tcactgaatt
tttaaatggg
tattacatga
aatgatgaga
cttgcatatt
ttctacgage
attgtatgta
tgtgggagac
acatatatta
taggttcaaa
ttacactgga
ttcacacagg

atggcagggc

atcttcaaca
cctaccttat
aaaaccataa
ggattcttaa
tgcataaaat
ctgcagaatg
tatataacaa
gcaaaggact
aagtgatgct
actttacacc
agagaaatag
gaaaacagtt
tccaaaagta
aaatttgtac
aacccaaatg
attatttttce
aaacattatt
tatatgaaat
gaatacttta
tcataaactt
gaaaaaatgt
aattaggtaa
aaatttttta
atggggaaaa
caatgtgatc
aggttaaaaa
tgactataat
aaatagaagt
attcggccat
aaacagctat

ctgeegeceee
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agtggtgctg
gtcacataca
aactcttaga
atttgacacc
ttttttaatt
ggagaaaata
actcttceccag
tgaatcaaca
caacatcatt
cattaggatg
gaactttcct
tggtggttce
tatatatttg
acaaatgctt
tccattgaca
catcaaaaag
acaagtgaat
atccagaggt
aaatggttaa
atgtttagca
gctagagcat
tgtttattat
atgcctagga
tgcttaattt
ccaagtattt
gtgatatttt
cagaaaaaat
ttgataaatg
catggccata
gaccatgatt

gacgttggcet

gaacaattgg
ataattaatt
agaaaacagg
aaaagcacaa
tgcacatgaa
tttacaagcce
ctcaacaatg
tttctccaaa
actcataaag
aagataataa
atgttgctga
ttaaaaaatt
gtatatatcc
attattgctg
gatgaacaaa
aacgaatact
gtagccagce
ggtggttgca
ttgtatgtta
taatcccctt
atttcaagac
tttegetttg
aagaaagact
gtagggttaa
aaaacacact
ccettectac
tatttttaaa
tagttggctt
tagcgatcge
acgccaagct

gcgagecctg

33

atagccatgt
taaaataaat
cgtaatcttc
gcaacaaaag
atgacaatat
acatatctga
aaaacaaaaa
gaagatatgc
gaaatgtgaa
ttttaaaata
taagcaatgc
aaaaatagga
aaaagaactg
cattagctac
taacttgtgg
ggcatgtgct
acaacaggcc
gattttgaat
tgtgaatttt
ttaattttaa
attaaagatg
ctaaaattat
atagttgtat
tcaaggataa
gcttatggta
tctccaaatt
acgtctacta
gctattgaca
tatatgctag
ctagctagag

ggccttecace

gcaaaatact
caatcctaaa
atggtttctg
ataaaattga
caagaaaatg
taagggctga
caacgcaatt
gaataaccag
tcaaaaccat
acaagtgtca
aaaaggatac
ttattgtata
aaaacatatt
aatagccaaa
tataaacata
acagcttgta
atgtattgtg
gtgctaaatg
acctcaattt
aaaatgcaga
gttatcagtg
ttaaaaatta
tgactaagat
aataaattgc
acagtcagtc
ttcttaacaa
tggggcaagce
aggaagacgt
cgataacaat
gtcgacggta

cgaacttggg

11940

12000

12060

12120

12180

12240

12300

12360

12420

12480

12540

12600

12660

12720

12780

12840

12900

12960

13020

13080

13140

13200

13260

13320

13380

13440

13500

13560

13620

13680

13740
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gggtggggtyg

gtatcgacag
cccgtgegtt
ctcectteegt
ttcttectegt
acgcctgggt
tcactttcaa
atggcttcct
aattccggtt
cctegtggtg
cgattcttct
ccttccactg
ggccagggta
ttcaatggtc
aaaatggata
cctcactact
aaaattagtc
ggcggagtta
ctgecctgetg
<210> 3
<211> 17311

<212> ADN

gggaaaagga
agtgccagcc
ttattctgtce
gtttcagtta
agacttcaaa
attctgggag
attcctgcat
ggtaaacaga
gttcaataag
gttctttgag
caggaatgga
aagaggttgt
ggtctcegtt
gaaccatgat
tacaagctcce
tctggaatag
agccatgggyg
ggggcgggac

gggagcctgg

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> vector pCLS09G1f3

<220>

<221>gen

<222> (3926)..(6354)

<220>

<221> promotor

<222> (6575)..(7269)
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agaaacgcgg
ctgggaccga
tttttattge
gcctccececeeg
cttatacttg
aagtttatat
gatccttgte
actgcctceceg
tcttaaggceca
ttctctactg
gaaccaggtt
ggtcattctt
cttgccaatc
ggcgcgaaac
cgggagcettt
ctcagaggca
cggagaatgg
tatggttgct

ggactttcca

gcgtattgge
accccgegtt
cgtcatagceg
tttaaactca
atgcecttttt
ttccccaaat
acaaagagtc
actatccaaa
tcatccaaac
agaactatat
ttcctaccca
tggaagtact
cccatatttt
gatcctcatc
ttgcaaaagce
gaggcggect
gcggaactgg
gactaattga

caccctaact

34

cccaatgggg
tatgaacaaa
cgggttectt
ttactaaccg
cctectggac
caatttctgg
tgaggtggcce
ccatgtctac
ttttggcaag
taattctgtce
taatcaccag
tgaactcgtt
gggacacggc
ctgtctcttg
ctaggcctcce
cggcctctge
gcggagttag
gatgcatgct

gacacacatt

tctcggtggg

cgacccaaca
ccggtattgt
gttttagtct
ctcagagagg
gaaaaacgtg
tggttgattc
tttacttgece
aaaatgagct
ctttaaaggt
attctgttta
cctgagecgga
gacgatgcag
atcagatccg
aaaaaagcct
ataaataaaa
gggcgggatg
ttgcatactt

ccacag

13800

13860

13920

13980

14040

14100

14160

14220

14280

14340

14400

14460

14520

14580

14640

14700

14760

14820

14876



10

<220>

<221>gen

<222> (7372)..(10599)
<220>

<221>gen

<222> (10651)..(10853)
<220>

<221>gen

<222> (11146)..(13574)
<220>

<221>gen

<222> (13581)..(16009)

<400> 3
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cacgtagtgg
tctttaatag
cttttgattt
aacaaaaatt
cccaggctcece
gtgtggaaag
gtcagcaacc
cgcccattcet
ctctgectet
caaaaagctc
atcgtttege
gaggctattc
ccggetgtceca
gaatgaactg
cgcagctgtg
gccggggcag
tgatgcaatg
gaaacatcgc
tctggacgaa
catgccecgac
ggtggaaaat
ctatcaggac
tgaccgcectte
tcgecttett
cgacgcccaa
gcttcggaat

tggagttctt

gccatcgecce
tggactcttg
ataagggatt
taacgcgaat
ccagcaggca
tcceccagget
atagtccege
ccgecccatg
gagctattcc
ccgggagett
atgattgaac
ggctatgact
gcgcaggggc
caggacgagg
ctcgacgttg
gatctcctgt
cggeggetge
atcgagcgag
gagcatcagg
ggcgaggatc
ggccgetttt
atagcgttgg
ctcgtgcettt
gacgagttct
cctgccatca
cgttttecegg

cgcccacccc
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tgatagacgg
ttccaaactg
ttggggattt
taattctgtg
gaagtatgca
ccccagcagg
ccctaactce
gctgactaat
agaagtagtg
gtatatccat
aagatggatt
gggcacaaca
gcecggttcet
cagcgcggct
tcactgaagc
catctcacct
atacgcttga
cacgtactcg
ggctcgegece
tcgtecgtgac
ctggattcat
ctacccgtga
acggtatcge
tctgageggyg
cgagatttcg
gacgccggcet

aacttgttta

tttttegecece
gaacaacact
cggecctattg
gaatgtgtgt
aagcatgcat
cagaagtatg
gccecatececeg
tttttttatt
aggaggcttt
tttcggatct
gcacgcaggt
gacaatcggce
ttttgtcaag
atcgtggcetg
gggaagggac
tgctecctgee
tccggetace
gatggaagcc
agccgaactg
ccatggcgat
cgactgtggce
tattgctgaa
cgctceccgat
actctggggt
attccaccge
ggatgatcct

ttgcagctta

36

tttgacgttg
caaccctatc
gttaaaaaat
cagttagggt
ctcaattagt
caaagcatgc
cccctaacte
tatgcagagg
tttggaggcce
gatcaagaga
tcteccggeceg
tgctctgatg
accgacctgt
gccacgacgg
tggctgctat
gagaaagtat
tgcccattceg
ggtcttgtcg
ttcgccagge
gcctgettge
cggetgggtyg
gagcttggeg
tcgcagegea
tcgcgaaatg
cgccttcectat
ccagcgcggg

taatggttac

gagtccacgt
tcggtctatt
gagctgattt
gtggaaagtc
cagcaaccag
atctcaatta
cgcecagttce
ccgaggcecgce
taggcttttg
caggatgagg
cttgggtgga
ccgecegtgtt
ccggtgecect
gcgtteettg
tgggcgaagt
ccatcatggce
accaccaagc
atcaggatga
tcaaggcgceg
cgaatatcat
tggcggaccg
gcgaatgggce
tcgecttceta
accgaccaag
gaaaggttgg
gatctcatge

aaataaagca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620



atagcatcac
ccaaactcat
cgtaatcatg
acatacgagc
cattaattgce
attaatgaat
cctegetcac
caaaggcggt
caaaaggcca
ggctccgece
cgacaggact
ttcegacect
tttctcaatg
gctgtgtgcea
ttgagtccaa
ttagcagagc
gctacactag
aaagagttgg
tttgcaagca
ctacggggtc
tatcaaaaag
aaagtatata
tctcagcgat
ctacgatacg
gctcaccgge
gtggtcetge
taagtagttc
tgtcacgctce
ttacatgatc
tcagaagtaa

ttactgtcat

aaatttcaca
caatgtatct
gtcatagctg
cggaagcata
gttgcgetceca
cggccaacgce
tgactcgetg
aatacggtta
gcaaaaggcc
ccctgacgag
ataaagatac
gcegettace
ctcacgetgt
cgaacccccce
cccggtaaga
gaggtatgta
aaggacagta
tagctcttga
gcagattacg
tgacgctcag
gatcttcacce
tgagtaaact
ctgtctattt
ggagggctta
tccagattta
aactttatcc
gccagttaat
gtcgtttggt
ccccatgttg
gttggcecgea

gccatcegta
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aataaagcat
tatcatgtct
tttcctgtgt
aagtgtaaag
ctgececgett
gcggggagag
cgcteggteg
tccacagaat
aggaaccgta
catcacaaaa
caggcgttte
ggatacctgt
aggtatctca
gttcagccecg
cacgacttat
ggcggtgcta
tttggtatct
tccggcaaac
cgcagaaaaa
tggaacgaaa
tagatccettt
tggtctgaca
cgttcatcca
ccatctggcece
tcagcaataa
gcctcecatcee
agtttgcgceca
atggcttcat
tgcaaaaaag
gtgttatcac

agatgcetttt

ttttttcact
gtataccgtce
gaaattgtta
cctggggtge
tccagteggg
gcggtttgeg
ttcggetgeg
caggggataa
aaaaggccgce
atcgacgctc
ccectggaag
ccgecetttet
gttcggtgta
accgctgege
cgccactgge
cagagttctt
gcgetctget
aaaccaccgce
aaggatctca
actcacgtta
taaattaaaa
gttaccaatg
tagttgecctg
ccagtgctgce
accagccagce
agtctattaa
acgttgttgce
tcagctcecgg
cggttagectc
tcatggttat

ctgtgactgg

37

gcattctagt
gacctctage
tcecgcetcaca
ctaatgagtg
aaacctgtceg
tattgggcge
gcgageggta
cgcaggaaag
gttgctggeg
aagtcagagg
ctcectegtg
ccetteggga
ggtcgttcge
cttatccggt
agcagccact
gaagtggtgg
gaagccagtt
tggtagcggt
agaagatcct
agggattttg
atgaagtttt
cttaatcagt
actcceccegte
aatgataccg
cggaagggcc
ttgttgeegg
cattgctaca
ttcccaacga
cttcggtect
ggcagcactg

tgagtactca

tgtggtttgt
tagagcttgg
attccacaca
agctaactca
tgccagetge
tctteegett
tcagctcact
aacatgtgag
tttttccata
tggcgaaacce
cgctctectg
agcgtggege
tccaagcetgg
aactatcgtc
ggtaacagga
cctaactacg
accttcggaa
ggtttttttg
ttgatctttt
gtcatgagat
aaatcaatct
gaggcaccta
gtgtagataa
cgagacccac
gagcgcagaa
gaagctagag
ggcatcgtgg
tcaaggcgag
ccgatcgttg
cataattctc

accaagtcat

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480



tctgagaata
ccgcgcecaca
aactctcaag
actgatcttc
aaaatgccgce
tttttcaata
aatgtattta
ctgacgtcga
aagaaaaggt
actgtataca
ttcaacaaat
ataaaaaaag
catgggacta
gctgattaaa
gcaatacttc
cttetttget
aaaagcaaaa
caaaacttac
gatcaatgga
tgataaggat
agtggtgctg
gtcacataca
aactcttaga
atttgacacc
ttttttaatt
ggagaaaata
actcttccag
tgaatcaaca
caacatcatt
cattaggatg
gaactttcct

tggtggttcc

gtgtatgcgg
tagcagaact
gatcttaccg
agcatctttt
aaaaaaggga
ttattgaagc
gaaaaataaa
cggatcggga
atccaattat
aagaaaatcc
ttcagggtac
gaaactaaga
aatttaacca
tggaaagatg
ccaaagcaat
gaaatggaaa
ccaatattga
aagctacagt
atagattcag
tgtcaagggg
gaacaattgg
ataattaatt
agaaaacagg
aaaagcacaa
tgcacatgaa
tttacaagcc
ctcaacaatg
tttctccaaa
actcataaag
aagataataa
atgttgctga

ttaaaaaatt
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cgaccgagtt
ttaaaagtgc
ctgttgagat
actttcacca
ataagggcga
atttatcagg
caaatagggg
gatctgaatt
gaaggaagaa
caaataatcc
aaaatcagtt
aaacaatttc
aggaagtgaa
tccecatgtte
ctatagattc
agccaatcct
aatagaaaaa
aattaaaaca
agtccagaaa
gtcttgaaca
atagccatgt
taaaataaat
cgtaatcttc
gcaacaaaag
atgacaatat
acatatctga
aaaacaaaaa
gaagatatgc
gaaatgtgaa
ttttaaaata
taagcaatgc

aaaaatagga

gctettgecece
tcatcattgg
ccagttcgat
gcgtttcectgg
cacggaaatg
gttattgtct
ttcegegeac
cctaaacaga
gtaaaactat
acacaaaaac
gtgtttctat
ctttataata
agaattgtac
acggataggg
aatgcaatct
aaaattcata
caaagttgga
gcatggcaaa
taaacacaac
ttcagtgggg
gcaaaatact
caatcctaaa
atggtttctg
ataaaattga
caagaaaatg
taagggctga
caacgcaatt
gaataaccag
tcaaaaccat
acaagtgtca
aaaaggatac
ttattgtata
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ggcgtcaata
aaaacgttct
gtaacccact
gtgagcaaaa
ttgaatactc
catgagcgga
atttcccega
gcaattaggt
ttctatttge
tagtagagtt
acacaaaccc
acatcccaaa
actaaaaacc
atacttaata
ctgtcaaaat
tgtaattcca
gtacttacac
ggcataagga
atttatggcce
aaagaataat
ctagtagact
tataagggcc
atttgtcaat
tacatttgaa
aaaagacaat
gtatccagaa
ttaagaatgg
caaacacatg
atgacatact
gcaaggatgc
aaccactgtg

actcagaaat

cgggataata
tcggggegaa
cgtgcaccca
acaggaaggc
atactcttcc
tacatatttg
aaagtgccac
aagaaaatga
agatgacatg
aataagcaaa
acaatgaaca
gaataaaata
acaaataatt
ttgttaaatg
ttcaaatggt
taggatccaa
ttctcaattt
tagacatatg
atttgatttt
atcttcaaca
cctaccttat
aaaaccataa
ggattcttaa
tgcataaaat
ctgcagaatg
tatataacaa
gcaaaggact
aagtgatgct
actttacacc
agagaaatag
gaaaacagtt

tccaaaagta

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400



tatatatttg
acaaatgctt
tccattgaca
catcaaaaag
acaagtgaat
atccagaggt
aaatggttaa
atgtttagca
gctagagcat
tgtttattat
atgcctagga
tgcttaattt
ccaagtattt
gtgatatttt
cagaaaaaat
ttgataaatg
cccgatceccece
tatctgectce
acaacaaggc
gcgctgette
taatagtaat
taacttacgg
ataatgacgt
gagtatttac
ccccectattg
ttatgggact
atgcggtttt
agtctccacc
ccaaaatgtc
gaggtctata

cgctgttttyg

gtatatatcc
attattgctg
gatgaacaaa
aacgaatact
gtagccagcece
ggtggttgcea
ttgtatgtta
taatcccecctt
atttcaagac
tttcegetttg
aagaaagact
gtagggttaa
aaaacacact
cecttectac
tatttttaaa
tagttggctt
tatggtcgac
ctgcttgtgt
aaggcttgac
gcgatgtacg
caattacggg
taaatggccce
atgttcccat
ggtaaactgce
acgtcaatga
ttcctacttg
ggcagtacat
ccattgacgt
gtaacaactc
taagcagagc

acctccatag
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aaaagaactg
cattagctac
taacttgtgg
ggcatgtgct
acaacaggcce
gattttgaat
tgtgaatttt
ttaattttaa
attaaagatg
ctaaaattat
atagttgtat
tcaaggataa
gcttatggta
tctccaaatt
acgtctacta
gctattgaca
tctcagtaca
gttggaggtc
cgacaattgce
ggccagatat
gtcattagtt
gcectggetga
agtaacgcca
ccacttggca
cggtaaatgg
gcagtacatc
caatgggcgt
caatgggagt
cgccccattg
tcgtttagtg

aagacaccgg

aaaacatatt
aatagccaaa
tataaacata
acagcttgta
atgtattgtg
gtgctaaatg
acctcaattt
aaaatgcaga
gttatcagtg
ttaaaaatta
tgactaagat
aataaattgc
acagtcagtc
ttcttaacaa
tggggcaagce
aggaagacgt
atctgctctg
gctgagtagt
atgaagaatc
acgcgttgac
catagcccat
ccgcccaacg
atagggactt
gtacatcaag
ccegectgge
tacgtattag
ggatagcggt
ttgttttgge
acgcaaatgg
aaccgtcaga

gaccgatcca
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gttcatgcag
agatgaaaac
caatgggaat
tgaatctcag
tgattcegtt
tcactgaatt
tttaaatggg
tattacatga
aatgatgaga
cttgcatatt
ttctacgage
attgtatgta
tgtgggagac
acatatatta
taggttcaaa
ttacactgga
atgccgcata
gcgcgagcaa
tgcttagggt
attgattatt
atatggagtt
accceccgecce
tccattgacg
tgtatcatat
attatgccca
tcatcgcetat
ttgactcacg
accaaaatca
gcggtaggeg
tcgectggag

gcecteeggac

aaatttgtac
aacccaaatg
attatttttc
aaacattatt
tatatgaaat
gaatacttta
tcataaactt
gaaaaaatgt
aattaggtaa
aaatttttta
atggggaaaa
caatgtgatc
aggttaaaaa
tgactataat
aaatagaagt
attcagatct
gttaagccag
aatttaagct
taggcgtttt
gactagttat
ccgegttaca
attgacgtca
tcaatgggtg
gccaagtacg
gtacatgacc
taccatggtg
gggatttcca
acgggacttt
tgtacggtgg
acgccatcca

tctagaggat

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260



cgaaccctta
aaacaggctg
atccatgcac
gccgtaagece
agccgcgata
caacgtcgtg
cctttegececa
cgcagcctga
agctggctgg
atgcacggtt
ccgtttgtte
agctggctac
ctgtggtgca
gacctgagceg
agtgacggca
gtctegttge
aatgatgatt
gactacctac
gcgecttteg
cgtctgaacg
gtggttgaac
ttcegegagg
cgaggcgtta
atggtgcagg
tatccgaacc
gaagccaata
tggctaccgg
agtgtgatca
tatcgctgga
gacaccacgg
ttceceggetg

ccgcectgatcee

agcttctege
ggacacttca
gtaaactcgce
gtggeggtcet
ttgcccageg
actgggaaaa
gctggcgtaa
atggcgaatg
agtgcgatct
acgatgcgcce
ccacggagaa
aggaaggcca
acgggcgcetg
catttttacg
gttatctgga
tgcataaacc
tcagccgege
gggtaacagt
gcggtgaaat
tcgaaaaccce
tgcacaccgce
tgcggattga
accgtcacga
atatcctgcet
atccgetgtg
ttgaaaccca
cgatgagcga
tctggteget
tcaaatctgt
ccaccgatat
tgccgaaatg

tttgcgaata
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gcaacctatt
catgagcgaa
aagccgactg
ggtaccggtg
tttcaacgceg
ccctggegtt
tagcgaagag
gcgetttgece
tcctgaggece
catctacacc
tcecgacgggt
gacgcgaatt
ggtcggttac
cgccggagaa
agatcaggat
gactacacaa
tgtactggag
ttctttatgg
tatcgatgag
gaaactgtgg
cgacggcacg
aaatggtctg
gcatcatcct
gatgaagcag
gtacacgctg
cggcatggtg
acgcgtaacg
ggggaatgaa
cgatccttece
tatttgececceg
gtccatcaaa

cgcccacgeg

ttcecectega
aaatacatcg
atgccttctg
ggtgaagacc
ctgtatggcg
acccaactta
gcccgcaccg
tggtttcegg
gatactgtcg
aacgtgacct
tgttactcge
atttttgatg
ggccaggaca
aaccgcecteg
atgtggcgga
atcagcgatt
gctgaagttc
cagggtgaaa
cgtggtggtt
agcgccgaaa
ctgattgaag
ctgctgetga
ctgcatggtc
aacaacttta
tgcgaccgcet
ccaatgaatc
cgaatggtgce
tcaggccacg
cgceceggtge
atgtacgecge
aaatggcttt
atgggtaaca
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acacttttta
tcacctggga
aacaatggaa
agaaacagca
agatcgatcc
atcgeccttge
atcgccectte
caccagaagc
tcgtccececte
atcccattac
tcacatttaa
gcgttaactce
gtegtttgece
cggtgatggt
tgagcggcat
tccatgttge
agatgtgecgg
cgcaggtcge
atgccgatceg
tcececgaatcet
cagaagcctg
acggcaagcc
aggtcatgga
acgccgtgeg
acggcctgta
gtctgaccga
agcgcgatcg
gcgctaatca
agtatgaagg
gcgtggatga
cgctacctgg

gtcttggegg

agccgtagat
catgttgcag
aggcattatt
cctcgaactg
cgtcgtttta
agcacatccce
ccaacagttg
ggtgccggaa
aaactggcag
ggtcaatccg
tgttgatgaa
ggcgtttecat
gtctgaattt
gctgegetgg
tttececgtgac
cactcgettt
cgagttgegt
cagcggcacc
cgtcacacta
ctatcgtgeg
cgatgtcggt
gttgctgatt
tgagcagacg
ctgttcgecat
tgtggtggat
tgatccgege
taatcacccg
cgacgcgctg
cggcggagcece
agaccagccc
agagacgcgc

tttcgctaaa

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180



tactggcagg
gatcagtcgce
tttggcgata
acgccgceatce
tcecgggecaaa
ctgcactgga
gtcgcetecac
gggcaactct
gggcacatca
gcecgegtece
ggtaataagc
gataaaaaac
gacattggcg
gcggcgggcec
gatgcggtge
agccggaaaa
gtggcgageg
gcagagcggg
gcegecetgtt
ccgagcgaaa
cgcggcegact
catcgccatc
gggattggtg
ggtcgctacce
ctgcecegtat
atgttcggtt
ccgatttgge
gctatttctce
ggctcgagct
cttgaccctg

gcattgtctg

cgtttegtca
tgattaaata
cgccgaacga
cagcgctgac
ccatcgaagt
tggtggcgcet
aaggtaaaca
ggctcacagt
gcgecctggea
acgccatccce
gttggcaatt
aactgctgac
taagtgaagc
attaccaggc
tgattacgac
cctaccggat
atacaccgca
taaactggct
ttgaccgetg
acggtctgceg
tccagttcaa
tgctgcacge
gcgacgactc
attaccagtt
ttcgecgtaag
tattettttt
tacatgacat
tgttctecget
gtgccttcta
gaaggtgcca

agtaggtgtc
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gtatccecegt
tgatgaaaac
tcgccagtte
ggaagcaaaa
gaccagcgaa
ggatggtaag
gttgattgaa
acgcgtagtg
gcagtggcgt
gcatctgacc
taaccgccag
gecegetgege
gacccgcatt
cgaagcagcg
cgctcacgeg
tgatggtagt
tceggegegg
cggattaggg
ggatctgcca
ctgcgggacyg
catcagccge
ggaagaaggc
ctggagccceg
ggtctggtgt
gaaatccatt
cttttacttt
caaccatatc
attattccaa
gttgccagcce
ctcccactgt

attctattcet

ttacagggcg
ggcaacccgt
tgtatgaacg
caccagcagc
tacctgttce
ccgectggecaa
ctgccetgaac
caaccgaacg
ctggcggaaa
accagcgaaa
tcaggctttce
gatcagttca
gaccctaacg
ttgttgcagt
tggcagcatc
ggtcaaatgg
attggcctga
ccgcaagaaa
ttgtcagaca
cgcgaattga
tacagtcaac
acatggctga
tcagtatcgg
caaaaataat
atgtactatt
tttatcatgg
agcaaaagtg
ccgetgtttg
atctgttgtt
cctttectaa

gg9g9g9ggtggg
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gcttcgtetg
ggtcggctta
gtctggtctt
agtttttcca
gtcatagcga
gcggtgaagt
taccgcagece
cgaccgcatg
acctcagtgt
tggatttttg
tttcacagat
ccegtgeace
cctgggtcga
gcacggcaga
aggggaaaac
cgattaccgt
actgccagcet
actatcccga
tgtatacccce
attatggccce
agcaactgat
atatcgacgg
cggaattcca
aataaccggg
taaaaaacac
gagcctactt
atacgggtat
gtctgcttte
tgccecctcecee
taaaatgagg

gtggggcagg

ggactgggtyg
cggeggtgat
tgccgaccge
gttccgttta
taacgagctce
gcctctggat
ggagagcgcc
gtcagaagcce
gacgctccce
catcgagctg
gtggattgge
gctggataac
acgctggaag
tacacttgcet
cttatttatc
tgatgttgaa
ggcgcaggta
ccgecttact
gtacgtcette
acaccagtgg
ggaaaccagc
tttccatatg
gctgagcgece
caggccatgt
aaacttttgg
ccegttttte
tatttttgece
tgacaaactc
ccgtgectte
aaattgcatc

acagcaaggg

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11040



ggaggattgg
ggcggaaaga
gcaattaggt
ttctatttge
tagtagagtt
acacaaaccc
acatcccaaa
actaaaaacc
atacttaata
ctgtcaaaat
tgtaattcca
gtacttacac
ggcataagga
atttatggcc
aaagaataat
ctagtagact
tataagggcc
atttgtcaat
tacatttgaa
aaaagacaat
gtatccagaa
ttaagaatgg
caaacacatg
atgacatact
gcaaggatgc
aaccactgtg
actcagaaat
gttcatgcag
agatgaaaac
caatgggaat
tgaatctcag

tgattcegtt

gaagacaata
accagctggg
aagaaaatga
agatgacatg
aataagcaaa
acaatgaaca
gaataaaata
acaaataatt
ttgttaaatg
ttcaaatggt
taggatccaa
ttctcaattt
tagacatatg
atttgatttt
atcttcaaca
cctaccttat
aaaaccataa
ggattcttaa
tgcataaaat
ctgcagaatg
tatataacaa
gcaaaggact
aagtgatgct
actttacacc
agagaaatag
gaaaacagtt
tccaaaagta
aaatttgtac
aacccaaatg
attatttttc
aaacattatt

tatatgaaat
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gcaggcatgc
gctctagcta
aagaaaaggt
actgtataca
ttcaacaaat
ataaaaaaag
catgggacta
gctgattaaa
gcaatacttc
cttetttget
aaaagcaaaa
caaaacttac
gatcaatgga
tgataaggat
agtggtgctg
gtcacataca
aactcttaga
atttgacacc
ttttttaatt
ggagaaaata
actcttccag
tgaatcaaca
caacatcatt
cattaggatg
gaactttcct
tggtggttcc
tatatatttg
acaaatgctt
tccattgaca
catcaaaaag
acaagtgaat

atccagaggt

tggggatgceg
gcatatacct
atccaattat
aagaaaatcc
ttcagggtac
gaaactaaga
aatttaacca
tggaaagatg
ccaaagcaat
gaaatggaaa
ccaatattga
aagctacagt
atagattcag
tgtcaagggg
gaacaattgg
ataattaatt
agaaaacagg
aaaagcacaa
tgcacatgaa
tttacaagcc
ctcaacaatg
tttctccaaa
actcataaag
aagataataa
atgttgctga
ttaaaaaatt
gtatatatcc
attattgctg
gatgaacaaa
aacgaatact
gtagccagcce
ggtggttgca
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gtgggctcta
gcagggaatt
gaaggaagaa
caaataatcc
aaaatcagtt
aaacaatttc
aggaagtgaa
tcccatgttce
ctatagattc
agccaatcct
aatagaaaaa
aattaaaaca
agtccagaaa
gtcttgaaca
atagccatgt
taaaataaat
cgtaatcttce
gcaacaaaag
atgacaatat
acatatctga
aaaacaaaaa
gaagatatgc
gaaatgtgaa
ttttaaaata
taagcaatgc
aaaaatagga
aaaagaactg
cattagctac
taacttgtgg
ggcatgtgct
acaacaggcc

gattttgaat

tggcttctga
cctaaacaga
gtaaaactat
acacaaaaac
gtgtttctat
ctttataata
agaattgtac
acggataggg
aatgcaatct
aaaattcata
caaagttgga
gcatggcaaa
taaacacaac
ttcagtgggg
gcaaaatact
caatcctaaa
atggtttctg
ataaaattga
caagaaaatg
taagggctga
caacgcaatt
gaataaccag
tcaaaaccat
acaagtgtca
aaaaggatac
ttattgtata
aaaacatatt
aatagccaaa
tataaacata
acagcttgta
atgtattgtg

gtgctaaatg

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11940

12000

12060

12120

12180

12240

12300

12360

12420

12480

12540

12600

12660

12720

12780

12840

12300

12960



tcactgaatt
tttaaatggg
tattacatga
aatgatgaga
cttgcatatt
ttctacgage
attgtatgta
tgtgggagac
acatatatta
taggttcaaa
ttacactgga
aaggtatcca
atacaaagaa
caaatttcag
aaaaggaaac
gactaaattt
ttaaatggaa
acttcccaaa
ttgctgaaat
caaaaccaat
cttacaagct
atggaataga
aggattgtca
tgctggaaca
atacaataat
ttagaagaaa
acaccaaaag
taatttgcac
aaatatttac
tccagctcaa

caacatttct

gaatacttta
tcataaactt
gaaaaaatgt
aattaggtaa
aaatttttta
atggggaaaa
caatgtgatc
aggttaaaaa
tgactataat
aaatagaagt
attcgggccce
attatgaagg
aatcccaaat
ggtacaaaat
taagaaaaca
aaccaaggaa
agatgtccca
gcaatctata
ggaaaagcca
attgaaatag
acagtaatta
ttcagagtcc
agggggtctt
attggatagc
taatttaaaa
acaggcgtaa
cacaagcaac
atgaaatgac
aagccacata
caatgaaaac

ccaaagaaga
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aaatggttaa
atgtttagca
gctagagcat
tgtttattat
atgcctagga
tgcttaattt
ccaagtattt
gtgatatttt
cagaaaaaat
ttgataaatg
gaattcctaa
aagaagtaaa
aatccacaca
cagttgtgtt
atttccttta
gtgaaagaat
tgttcacgga
gattcaatgc
atcctaaaat
aaaaacaaag
aaacagcatg
agaaataaac
gaacattcag
catgtgcaaa
taaatcaatc
tcttcatggt
aaaagataaa
aatatcaaga
tctgataagg
aaaaacaacg

tatgcgaata

ttgtatgtta
taatcccctt
atttcaagac
tttegetttg
aagaaagact
gtagggttaa
aaaacacact
cccttectac
tatttttaaa
tagttggcectt
acagagcaat
actatttcta
aaaactagta
tctatacaca
taataacatc
tgtacactaa
tagggatact
aatctctgtc
tcatatgtaa
ttggagtact
gcaaaggcat
acaacattta
tggggaaaga
atactctagt
ctaaatataa
ttctgatttg
attgatacat
aaatgaaaag
gctgagtatc
caattttaag

accagcaaac
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tgtgaatttt
ttaattttaa
attaaagatg
ctaaaattat
atagttgtat
tcaaggataa
gcttatggta
tctccaaatt
acgtctacta
gctattgaca
taggtaagaa
tttgcagatg
gagttaataa
aacccacaat
ccaaagaata
aaaccacaaa
taatattgtt
aaaatttcaa
ttccatagga
tacacttctc
aaggatagac
tggccatttg
ataatatctt
agactcctac
gggccaaaac
tcaatggatt
ttgaatgcat
acaatctgca
cagaatatat
aatgggcaaa

acatgaagtg

acctcaattt
aaaatgcaga
gttatcagtg
ttaaaaatta
tgactaagat
aataaattgc
acagtcagtc
ttcttaacaa
tggggcaagce
aggaagacgt
aatgaaagaa
acatgactgt
gcaaattcaa
gaacaataaa
aaatacatgg
taattgctga
aaatggcaat
atggtcttct
tccaaaaaag
aatttcaaaa
atatggatca
atttttgata
caacaagtgg
cttatgtcac
cataaaactc
cttaaatttg
aaaatttttt
gaatgggaga
aacaaactct
ggacttgaat

atgectcaaca

13020

13080

13140

13200

13260

13320

13380

13440

13500

13560

13620

13680

13740

13800

13860

13920

13980

14040

14100

14160

14220

14280

14340

14400

14460

14520

14580

14640

14700

14760

14820



tcattactca
ggatgaagat
ttcctatgtt
gttccttaaa
atttggtata
tgcttattat
tgacagatga
aaaagaacga
tgaatgtagc
gaggtggtgg
gttaattgta
tagcataatc
agcatatttc
attattttceg
taggaaagaa
aatttgtagg
tatttaaaac
attttcccectt
aaaattattt
aaatgtagtt
ccatatagcg
tgattacgcce
tggctgcgag
cgcgggegta
accgaacccce
attgccgtca
cccegtttaa
acttgatgcc
tatatttccc
ttgtcacaaa
ctcecgactat

aggcatcatc

taaaggaaat
aataatttta
gctgataagc
aaattaaaaa
tatccaaaag
tgctgcatta
acaaataact
atactggcat
cagccacaac
ttgcagattt
tgttatgtga
cccttttaat
aagacattaa
ctttgctaaa
agactatagt
gttaatcaag
acactgctta
cctactctcce
ttaaaacgtc
ggcttgctat
atcgctatat
aagctctagce
ccctgggect
ttggccccaa
gcgtttatga
tagcgcgggt
actcattact
tttttectce
caaatcaatt
gagtctgagg
ccaaaccatg

caaacttttg
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gtgaatcaaa
aaataacaag
aatgcaaaag
taggattatt
aactgaaaac
gctacaatag
tgtggtataa
gtgctacagce
aggccatgta
tgaatgtgct
attttacctc
tttaaaaaat
agatggttat
attatttaaa
tgtattgact
gataaaataa
tggtaacagt
aaattttcett
tactatgggg
tgacaaggaa
gctagcgata
tagaggtcga
tcacccgaac
tggggtcteg
acaaacgacc
tcectteeggt
aaccggtttt
tggacctcag
tctgggaaaa
tggcctggtt
tctactttac

gcaagaaaat

accatatgac
tgtcagcaag
gatacaacca
gtataactca
atattgttca
ccaaaagatg
acatacaatg
ttgtatgaat
ttgtgtgatt
aaatgtcact
aattttttaa
gcagatatta
cagtgaatga
aattacttgce
aagatttcta
attgcattgt
cagtctgtgg
aacaaacata
caagctaggt
gacgtttaca
acaatttcac
cggtaatggce
ttggggggtyg

gtggggtatc

caacacccgt
attgtctcct
agtctttcett
agaggacgcc
acgtgtcact
gattcatggce
ttgccaattc
gagctcctceg

44

atactacttt
gatgcagaga
ctgtggaaaa
gaaattccaa
tgcagaaatt
aaaacaaccc
ggaatattat
ctcagaaaca
ccgtttatat
gaattgaata
atgggtcata
catgagaaaa
tgagaaatta
atattaaatt
cgagcatggg
atgtacaatg
gagacaggtt
tattatgact
tcaaaaaata
ctggaattcg
acaggaaaca
agggcctgee
gggtggggaa
gacagagtgc
gcgttttatt
tcegtgttte
ctcgtagact
tgggtattct
ttcaaattcce
ttcectggtaa
cggttgttca

tggtggttct

acacccatta
aataggaact
cagtttggtg
aagtatatat
tgtacacaaa
aaatgtccat
ttttccatca
ttattacaag
gaaatatcca
ctttaaaatg
aacttatgtt
aatgtgctag
ggtaatgttt
ttttaatgce
gaaaatgctt
tgatcccaag
aaaaagtgat
ataatcagaa
gaagtttgat
gccatcatgg
gctatgacca
gccccgacgt
aaggaagaaa
cagccctggg
ctgtcttttt
agttagcctce
tcaaacttat
gggagaagtt
tgcatgatcc
acagaactgc
ataagtctta

ttgagttcte

14880

14940

15000

15060

15120

15180

15240

15300

15360

15420

15480

15540

15600

15660

15720

15780

15840

15900

15960

16020

16080

16140

16200

16260

16320

16380

16440

16500

16560

16620

16680

16740



10

15

20

tactgagaac
aggttttccet
ttctttggaa
caatcccecat
gaaacgatcc
gctttttgea
aggcagaggc
aatgggcgga
ttgctgacta
ttccacaccce
<210> 4
<211> 14887

<212> ADN

tatattaatt
acccataatc
gtacttgaac
attttgggac
tcatcctgte
aaagcctagg
ggcctcggece
actgggcgga
attgagatgce

taactgacac

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> vector pCLS09G14

<220>

<221>gen

<222> (3926)..(6354)

<220>

<221> promotor

<222> (6575)..(7269)

<220>

<221>gen

<222> (7372)..(10599)

<220>

<221>gen

<222> (10651)..(10853)

<220>

<221>gen

<222> (11146)..(13574)
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ctgtccttta
accagattct
tcgttectga
acggcgacga
tcttgatcag
cctccaaaaa
tctgcataaa
gttaggggceg
atgctttgceca

acattccaca

aaggtcgatt
gtttacctte
gcggaggcca
tgcagttcaa
atccgaaaat
agcctectea
taaaaaaaat
ggatgggegg

tacttctgee

g

45

cttctcagga
cactgaagag
gggtaggtct
tggtcgaace
ggatatacaa
ctacttctgg
tagtcagcca
agttaggggc

tgctggggag

atggagaacc
gttgtggtca
ccgttettge
atgatggege
gctcececggga
aatagctcag
tggggcggag
gggactatgg

cctggggact

16800

16860

16920

16980

17040

17100

17160

17220

17280

17311



<400> 4

cacgtagtgg
tctttaatag
cttttgattt
aacaaaaatt

cccaggcetcece

gtgtggaaag

gccatcgceccece
tggactcttg
ataagggatt
taacgcgaat
ccagcaggca

tcececcagget
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tgatagacgg
ttccaaactg
ttggggattt
taattctgtg
gaagtatgca

ccacagcagg

tttttcgeee
gaacaacact
cggcctattg
gaatgtgtgt
aagcatgcat

cagaagtatg

46

tttgacgttg
caaccctatc
gttaaaaaat
cagttagggt
ctcaattagt

caaagcatgc

gagtccacgt
tcggtctatt
gagctgattt
gtggaaagtce
cagcaaccag

atctcaatta

60

120

180

240

300

360



gtcagcaacc
cgcccattcet
ctctgectcet
caaaaagctc
atcgtttege
gaggctattc
ccggcetgtceca
gaatgaactg
cgcagctgtg
gccggggcag
tgatgcaatg
gaaacatcgce
tctggacgaa
catgccecgac
ggtggaaaat
ctatcaggac
tgaccgcette
tcgecttett
cgacgcccaa
gcttcggaat
tggagttcett
atagcatcac
ccaaactcat
cgtaatcatg
acatacgagc
cattaattgce
attaatgaat
cctcgcectcecac
caaaggcggt
caaaaggcca

ggctcegece

atagtccege
ccgecccatg
gagctattcc
ccgggagett
atgattgaac
ggctatgact
gcgcaggggc
caggacgagg
ctcgacgttg
gatctcctgt
cggecggctge
atcgagcgag
gagcatcagg
ggcgaggatc
ggccgetttt
atagcgttgg
ctcgtgettt
gacgagttct
cctgecatca
cgttttecegg
cgcccaccecce
aaatttcaca
caatgtatct
gtcatagctg
cggaagcata
gttgcgetca
cggccaacgce
tgactcgctg
aatacggtta
gcaaaaggcc

ccctgacgag
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ccctaactce
gctgactaat
agaagtagtg
gtatatccat
aagatggatt
gggcacaaca
gceeggttcet
cagcgcggcet
tcactgaagc
catctcacct
atacgcttga
cacgtactcg
ggctcgegece
tcgtcegtgac
ctggattcat
ctacccgtga
acggtatcgce
tctgageggyg
cgagatttcg
gacgccggcet
aacttgttta
aataaagcat
tatcatgtct
tttcctgtgt
aagtgtaaag
ctgcecegett
gcggggagag
cgctcggteg
tccacagaat
aggaaccgta

catcacaaaa

gccecatececeg
tttttttatt
aggaggcttt
tttcggatct
gcacgcaggt
gacaatcggce
ttttgtcaag
atcgtggcetg
gggaagggac
tgctcctgee
tcecggectace
gatggaagcce
agccgaactg
ccatggcgat
cgactgtggce
tattgctgaa
cgctcecgat
actctggggt
attccaccge
ggatgatcct
ttgcagctta
ttttttcact
gtataccgtce
gaaattgtta
cctggggtge
tccagteggg
gcggtttgeg
ttcggctgeg
caggggataa
aaaaggccgce

atcgacgctce

47

cccctaacte
tatgcagagg
tttggaggcce
gatcaagaga
tctecggeceg
tgctctgatg
accgacctgt
gccacgacgg
tggctgectat
gagaaagtat
tgcccatteg
ggtcttgtceg
ttcgccagge
gcctgettge
cggetgggtg
gagcttggeg
tcgcagegea
tcgcgaaatg
cgecettcetat
ccagcgcggg
taatggttac
gcattctagt
gacctctage
tcegcetcaca
ctaatgagtg
aaacctgtceg
tattgggcge
gcgagcggta
cgcaggaaag
gttgctggeg

aagtcagagg

cgcecagttce
ccgaggcecgce
taggcttttg
caggatgagg
cttgggtgga
ccgecegtgtt
ccggtgecect
gcgttecettg
tgggcgaagt
ccatcatggce
accaccaagc
atcaggatga
tcaaggcgeg
cgaatatcat
tggecggacceg
gcgaatgggce
tcgecttceta
accgaccaag
gaaaggttgg
gatctcatge
aaataaagca
tgtggtttgt
tagagcttgg
attccacaca
agctaactca
tgccagetge
tctteegett
tcagctcact
aacatgtgag
tttttccata

tggcgaaacce

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220



cgacaggact
ttccgacccet
tttctcaatg
gctgtgtgca
ttgagtccaa
ttagcagagc
gctacactag
aaagagttgg
tttgcaagca
ctacggggtc
tatcaaaaag
aaagtatata
tctcagecgat
ctacgatacg
gctcaccgge
gtggtcctge
taagtagttc
tgtcacgctc
ttacatgatc
tcagaagtaa
ttactgtcat
tctgagaata
ccgecgcecaca
aactctcaag
actgatcttc
aaaatgccgce
tttttcaata
aatgtattta
ctgacgtcga
aagaaaaggt
actgtataca

ttcaacaaat

ataaagatac
gcecgettace
ctcacgctgt
cgaacccccce
cccggtaaga
gaggtatgta
aaggacagta
tagctcttga
gcagattacg
tgacgctcag
gatcttcacc
tgagtaaact
ctgtctattt
ggagggctta
tccagattta
aactttatcc
gccagttaat
gtcgtttggt
ccccatgttg
gttggccgea
gccatccgta
gtgtatgcgg
tagcagaact
gatcttaccg
agcatctttt
aaaaaaggga
ttattgaagc
gaaaaataaa
cggatcggga
atccaattat
aagaaaatcc

ttcagggtac
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caggcgttte
ggatacctgt
aggtatctca
gttcagccceg
cacgacttat
ggcggtgeta
tttggtatct
tccggcaaac
cgcagaaaaa
tggaacgaaa
tagatccttt
tggtctgaca
cgttcatcca
ccatctggee
tcagcaataa
gcctccatcece
agtttgcgeca
atggcttcat
tgcaaaaaag
gtgttatcac
agatgctttt
cgaccgagtt
ttaaaagtgc
ctgttgagat
actttcacca
ataagggcga
atttatcagg
caaatagggg
gatctgaatt
gaaggaagaa
caaataatcc

aaaatcagtt

ccectggaag
ccgectttet
gttcggtgta
accgctgege
cgccactgge
cagagttctt
gcgcetctget
aaaccaccgc
aaggatctca
actcacgtta
taaattaaaa
gttaccaatg
tagttgcctg
ccagtgctge
accagccagc
agtctattaa
acgttgttge
tcagctccgg
cggttagetce
tcatggttat
ctgtgactgg
gctecttgecece
tcatcattgg
ccagttcgat
gcgtttcectgg
cacggaaatg
gttattgtct
ttcegegeac
cctaaacaga
gtaaaactat
acacaaaaac
gtgtttctat

48

ctcecetegtg
cccttecggga
ggtcgttcge
cttatccggt
agcagccact
gaagtggtgg
gaagccagtt
tggtageggt
agaagatcct
agggattttg
atgaagtttt
cttaatcagt
actcceccegte
aatgataccg
cggaagggcc
ttgttgecegg
cattgctaca
ttcccaacga
cttcggtect
ggcagcactg
tgagtactca
ggcgtcaata
aaaacgttct
gtaacccact
gtgagcaaaa
ttgaatactc
catgagcgga
atttcccega
gcaattaggt
ttctatttge
tagtagagtt

acacaaaccc

cgctctectg
agcgtggege
tccaagcectgg
aactatcgtc
ggtaacagga
cctaactacg
accttcggaa
ggtttttttg
ttgatctttt
gtcatgagat
aaatcaatct
gaggcaccta
gtgtagataa
cgagacccac
gagcgcagaa
gaagctagag
ggcatcgtgg
tcaaggcgag
ccgatcegttg
cataattctc
accaagtcat
cgggataata
tcggggegaa
cgtgcaccca
acaggaaggc
atactcttcc
tacatatttg
aaagtgccac
aagaaaatga
agatgacatg
aataagcaaa

acaatgaaca

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140



ataaaaaaag
catgggacta
gctgattaaa
gcaatacttc
cttetttget
aaaagcaaaa
caaaacttac
gatcaatgga
tgataaggat
agtggtgctg
gtcacataca
aactcttaga
atttgacacc
ttttttaatt
ggagaaaata
actcttccag
tgaatcaaca
caacatcatt
cattaggatg
gaactttcct
tggtggttce
tatatatttg
acaaatgctt
tccattgaca
catcaaaaag
acaagtgaat
atccagaggt
aaatggttaa
atgtttagca
gctagagcat

tgtttattat

gaaactaaga
aatttaacca
tggaaagatg
ccaaagcaat
gaaatggaaa
ccaatattga
aagctacagt
atagattcag
tgtcaagggg
gaacaattgg
ataattaatt
agaaaacagg
aaaagcacaa
tgcacatgaa
tttacaagcce
ctcaacaatg
tttctccaaa
actcataaag
aagataataa
atgttgctga
ttaaaaaatt
gtatatatcc
attattgctg
gatgaacaaa
aacgaatact
gtagccagce
ggtggttgcea
ttgtatgtta
taatcccecctt
atttcaagac

tttegetttg
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aaacaatttc
aggaagtgaa
tcccatgtte
ctatagattc
agccaatccet
aatagaaaaa
aattaaaaca
agtccagaaa
gtcttgaaca
atagccatgt
taaaataaat
cgtaatcttce
gcaacaaaag
atgacaatat
acatatctga
aaaacaaaaa
gaagatatgc
gaaatgtgaa
ttttaaaata
taagcaatgc
aaaaatagga
aaaagaactg
cattagctac
taacttgtgg
ggcatgtgct
acaacaggcc
gattttgaat
tgtgaatttt
ttaattttaa
attaaagatg

ctaaaattat

ctttataata
agaattgtac
acggataggg
aatgcaatct
aaaattcata
caaagttgga
gcatggcaaa
taaacacaac
ttcagtgggg
gcaaaatact
caatcctaaa
atggtttctg
ataaaattga
caagaaaatg
taagggctga
caacgcaatt
gaataaccag
tcaaaaccat
acaagtgtca
aaaaggatac
ttattgtata
aaaacatatt
aatagccaaa
tataaacata
acagcttgta
atgtattgtg
gtgctaaatg
acctcaattt
aaaatgcaga
gttatcagtg

ttaaaaatta

49

acatcccaaa
actaaaaacc
atacttaata
ctgtcaaaat
tgtaattcca
gtacttacac
ggcataagga
atttatggcc
aaagaataat
ctagtagact
tataagggcc
atttgtcaat
tacatttgaa
aaaagacaat
gtatccagaa
ttaagaatgg
caaacacatg
atgacatact
gcaaggatgce
aaccactgtg
actcagaaat
gttcatgcag
agatgaaaac
caatgggaat
tgaatctcag
tgattcegtt
tcactgaatt
tttaaatggg
tattacatga
aatgatgaga

cttgcatatt

gaataaaata
acaaataatt
ttgttaaatg
ttcaaatggt
taggatccaa
ttctcaattt
tagacatatg
atttgatttt
atcttcaaca
cctaccttat
aaaaccataa
ggattcttaa
tgcataaaat
ctgcagaatg
tatataacaa
gcaaaggact
aagtgatgct
actttacacc
agagaaatag
gaaaacagtt
tccaaaagta
aaatttgtac
aacccaaatg
attatttttc
aaacattatt
tatatgaaat
gaatacttta
tcataaactt
gaaaaaatgt
aattaggtaa

aaatttttta

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000



atgcctagga
tgcttaattt
ccaagtattt
gtgatatttt
cagaaaaaat
ttgataaatg
cccgatcccee
tatctgctcecce
acaacaaggc
gcgcetgette
taatagtaat
taacttacgg
ataatgacgt
gagtatttac
cccectattg
ttatgggact
atgcggtttt
agtctccacc
ccaaaatgtc
gaggtctata
cgctgttttg
cgaaccctta
aaacaggctg
atccatgcac
gccgtaagece
agccgcgata
caacgtcgtg
cctttegececa
cgcagcctga
agctggctgg
atgcacggtt

ccgtttgtte

aagaaagact
gtagggttaa
aaaacacact
cccttectac
tatttttaaa
tagttggctt
tatggtcgac
ctgecttgtgt
aaggcttgac
gcgatgtacg
caattacggg
taaatggccc
atgttcccat
ggtaaactgc
acgtcaatga
ttcctacttg
ggcagtacat
ccattgacgt
gtaacaactc
taagcagagc
acctccatag
agcttctege
ggacacttca
gtaaactcgce
gtggeggtcet
ttgcccageg
actgggaaaa
gctggcgtaa
atggcgaatg
agtgcgatct
acgatgcgcce

ccacggagaa
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atagttgtat
tcaaggataa
gcttatggta
tctccaaatt
acgtctacta
gctattgaca
tctcagtaca
gttggaggtc
cgacaattgce
ggccagatat
gtcattagtt
gcctggetga
agtaacgcca
ccacttggca
cggtaaatgg
gcagtacatc
caatgggegt
caatgggagt
cgccccecattg
tcgtttagtg
aagacaccgg
gcaacctatt
catgagcgaa
aagccgactg
ggtaccggtg
tttcaacgcg
ccctggegtt
tagcgaagag
gcgcetttgece
tcctgaggece
catctacacc

tcecgacgggt

tgactaagat
aataaattgc
acagtcagtc
ttcttaacaa
tggggcaagc
aggaagacgt
atctgctctg
gctgagtagt
atgaagaatc
acgcgttgac
catagcccat
ccgcccaacg
atagggactt
gtacatcaag
cccgectgge
tacgtattag
ggatagcggt
ttgttttgge
acgcaaatgg
aaccgtcaga
gaccgatcca
ttcecectega
aaatacatcg
atgccttctg
ggtgaagacc
ctgtatggcg
acccaactta
gcccgcaccg
tggtttcegg
gatactgtcg
aacgtgacct
tgttactcge

50

ttctacgage
attgtatgta
tgtgggagac
acatatatta
taggttcaaa
ttacactgga
atgccgcata
gcgcgagcaa
tgcttagggt
attgattatt
atatggagtt
acccccgecce
tccattgacg
tgtatcatat
attatgccca
tcatcgctat
ttgactcacg
accaaaatca
gcggtaggeg
tcgectggag
gccteceggac
acacttttta
tcacctggga
aacaatggaa
agaaacagca
agatcgatcc
atcgccttge
atcgccectte
caccagaagc
tecgtccececte
atcccattac

tcacatttaa

atggggaaaa
caatgtgatc
aggttaaaaa
tgactataat
aaatagaagt
attcagatct
gttaagccag
aatttaagct
taggcgtttt
gactagttat
ccgcegttaca
attgacgtca
tcaatgggtg
gccaagtacg
gtacatgacc
taccatggtg
gggatttcca
acgggacttt
tgtacggtgg
acgccatcca
tctagaggat
agccgtagat
catgttgcag
aggcattatt
cctcgaactg
cgtcgtttta
agcacatccc
ccaacagttg
ggtgccggaa
aaactggcag
ggtcaatccg

tgttgatgaa

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920



agctggctac
ctgtggtgca
gacctgagcg
agtgacggca
gtctcegttge
aatgatgatt
gactacctac
gcgecttteg
cgtctgaacg
gtggttgaac
ttcecgegagg
cgaggcgtta
atggtgcagg
tatccgaacce
gaagccaata
tggctaccgg
agtgtgatca
tatcgctgga
gacaccacgg
ttcceggetg
ccgctgatcece
tactggcagg
gatcagtcgce
tttggcgata
acgccgceatce
tccgggcaaa
ctgcactgga
gtcgctccac
gggcaactct
gggcacatca

gcegegtece

aggaaggcca
acgggcgctg
catttttacg
gttatctgga
tgcataaacc
tcagccgege
gggtaacagt
gcggtgaaat
tcgaaaaccc
tgcacaccge
tgcggattga
accgtcacga
atatcctgcet
atccgetgtg
ttgaaaccca
cgatgagcga
tctggteget
tcaaatctgt
ccaccgatat
tgccgaaatg
tttgcgaata
cgtttegtca
tgattaaata
cgccgaacga
cagcgctgac
ccatcgaagt
tggtggcget
aaggtaaaca
ggctcacagt
gcgectggea

acgccatcece
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gacgcgaatt
ggtcggttac
cgccggagaa
agatcaggat
gactacacaa
tgtactggag
ttetttatgg
tatcgatgag
gaaactgtgg
cgacggcacg
aaatggtctg
gcatcatcct
gatgaagcag
gtacacgctg
cggcatggtg
acgcgtaacg
ggggaatgaa
cgatccttce
tatttgcceg
gtccatcaaa
cgcccacgceg
gtatccecegt
tgatgaaaac
tcgccagtte
ggaagcaaaa
gaccagcgaa
ggatggtaag
gttgattgaa
acgcgtagtg
gcagtggcgt

gcatctgacce

atttttgatg
ggccaggaca
aaccgecteg
atgtggcgga
atcagcgatt
gctgaagttce
cagggtgaaa
cgtggtggtt
agcgccgaaa
ctgattgaag
ctgctgetga
ctgcatggtc
aacaacttta
tgcgaccget
ccaatgaatc
cgaatggtgc
tcaggccacg
cgceccggtge
atgtacgecgce
aaatggcttt
atgggtaaca
ttacagggcg
ggcaacccgt
tgtatgaacg
caccagcagc
tacctgttce
ccgectggecaa
ctgcctgaac
caaccgaacg
ctggcggaaa

accagcgaaa

51

gcgttaactce
gtcgtttgee
cggtgatggt
tgagcggcat
tccatgttge
agatgtgcgg
cgcaggtcge
atgccgatceg
tccecgaatcet
cagaagcctg
acggcaagcc
aggtcatgga
acgccgtgeg
acggcctgta
gtctgaccga
agcgcgatcg
gcgctaatca
agtatgaagg
gcgtggatga
cgctacctgg
gtcttggegg
gcttcgtcetg
ggtcggctta
gtctggtcett
agtttttcca
gtcatagcga
gcggtgaagt
taccgcagcece
cgaccgcatg
acctcagtgt

tggatttttg

ggcgtttcat
gtctgaattt
gctgegetgg
tttcecgtgac
cactcgettt
cgagttgcgt
cagcggcacce
cgtcacacta
ctatcgtgeg
cgatgtcggt
gttgctgatt
tgagcagacg
ctgttcgcecat
tgtggtggat
tgatccgege
taatcacccg
cgacgcgcectg
cggcggagcec
agaccagccce
agagacgcgce
tttegectaaa
ggactgggtg
cggcggtgat
tgccgaccege
gttccgttta
taacgagctce
gcctctggat
ggagagcgcc
gtcagaagcc
gacgctccce

catcgagetyg

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780



ggtaataagc
gataaaaaac
gacattggcg
gcggcgggcec
gatgeggtge
agccggaaaa
gtggcgageg
gcagagcggg
gcegectgtt
ccgagcgaaa
cgcggcgact
catcgccatc
gggattggtg
ggtcgctacc
ctgececgtat
atgttcggtt
ccgatttgge
gctatttctc
ggctcgagcet
cttgaccctg
gcattgtctg
ggaggattgg
ggcggaaaga
gcaattaggt
ttctatttge
tagtagagtt
acacaaaccc
acatcccaaa
actaaaaacc
atacttaata
ctgtcaaaat

tgtaattcca

gttggcaatt
aactgctgac
taagtgaagc
attaccaggc
tgattacgac
cctaccggat
atacaccgca
taaactggct
ttgaccgectg
acggtctgecg
tccagttcaa
tgctgcacge
gcgacgactc
attaccagtt
ttcgegtaag
tattcttttt
tacatgacat
tgttcteget
gtgccttcta
gaaggtgcca
agtaggtgtc
gaagacaata
accagctggg
aagaaaatga
agatgacatg
aataagcaaa
acaatgaaca
gaataaaata
acaaataatt
ttgttaaatg
ttcaaatggt

taggatccaa
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taaccgccag
gcegetgege
gacccgcatt
cgaagcagcg
cgctcacgeg
tgatggtagt
tceggegegg
cggattaggg
ggatctgcca
ctgegggacg
catcagccge
ggaagaaggc
ctggagccecg
ggtctggtgt
gaaatccatt
cttttacttt
caaccatatc
attattccaa
gttgccagece
ctcccactgt
attctattct
gcaggcatgce
gctctagcta
aagaaaaggt
actgtataca
ttcaacaaat
ataaaaaaag
catgggacta
gctgattaaa
gcaatacttc
cttetttget

aaaagcaaaa

tcaggctttce
gatcagttca
gaccctaacg
ttgttgcagt
tggcagcatc
ggtcaaatgg
attggcctga
ccgcaagaaa
ttgtcagaca
cgcgaattga
tacagtcaac
acatggctga
tcagtatcgg
caaaaataat
atgtactatt
tttatcatgg
agcaaaagtg
ccgetgtttg
atctgttgtt

cctttectaa

ggggggtggyg
tggggatgceg
gcatatacct
atccaattat
aagaaaatcc
ttcagggtac
gaaactaaga
aatttaacca
tggaaagatg
ccaaagcaat
gaaatggaaa
ccaatattga

52

tttcacagat
cccgtgcace
cctgggtcga
gcacggcaga
aggggaaaac
cgattaccgt
actgccagct
actatcccga
tgtatacccc
attatggccce
agcaactgat
atatcgacgg
cggaattcca
aataaccggg
taaaaaacac
gagcctactt
atacgggtat
gtctgettte
tgcecectcece
taaaatgagg
gtggggcagyg
gtgggctcta
gcagggaatt
gaaggaagaa
caaataatcc
aaaatcagtt
aaacaatttc
aggaagtgaa
tcccatgtte
ctatagattc
agccaatcct

aatagaaaaa

gtggattggc
gctggataac
acgctggaag
tacacttgct
cttatttatc
tgatgttgaa
ggcgcaggta
ccgecttact
gtacgtcttc
acaccagtgg
ggaaaccagc
tttccatatg
gctgagecgcece
caggccatgt
aaacttttgg
ccegttttte
tatttttgce
tgacaaactc
ccgtgectte
aaattgcatc
acagcaaggg
tggcttctga
cctaaacaga
gtaaaactat
acacaaaaac
gtgtttctat
ctttataata
agaattgtac
acggataggg
aatgcaatct
aaaattcata

caaagttgga

9840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700



gtacttacac
ggcataagga
atttatggcc
aaagaataat
ctagtagact
tataagggcc
atttgtcaat
tacatttgaa
aaaagacaat
gtatccagaa
ttaagaatgg
caaacacatg
atgacatact
gcaaggatgce
aaccactgtg
actcagaaat
gttcatgcag
agatgaaaac
caatgggaat
tgaatctcag
tgattcegtt
tcactgaatt
tttaaatggg
tattacatga
aatgatgaga
cttgcatatt
ttctacgage
attgtatgta
tgtgggagac
acatatatta

taggttcaaa

ttctcaattt
tagacatatg
atttgatttt
atcttcaaca
cctaccttat
aaaaccataa
ggattcttaa
tgcataaaat
ctgcagaatg
tatataacaa
gcaaaggact
aagtgatgct
actttacacc
agagaaatag
gaaaacagtt
tccaaaagta
aaatttgtac
aacccaaatg
attatttttc
aaacattatt
tatatgaaat
gaatacttta
tcataaactt
gaaaaaatgt
aattaggtaa
aaatttttta
atggggaaaa
caatgtgatc
aggttaaaaa
tgactataat

aaatagaagt
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caaaacttac
gatcaatgga
tgataaggat
agtggtgctg
gtcacataca
aactcttaga
atttgacacc
ttttttaatt
ggagaaaata
actcttccag
tgaatcaaca
caacatcatt
cattaggatg
gaactttcct
tggtggttcce
tatatatttg
acaaatgctt
tccattgaca
catcaaaaag
acaagtgaat
atccagaggt
aaatggttaa
atgtttagca
gctagagcat
tgtttattat
atgcctagga
tgcttaattt
ccaagtattt
gtgatatttt
cagaaaaaat

ttgataaatg

aagctacagt
atagattcag
tgtcaagggg
gaacaattgg
ataattaatt
agaaaacagg
aaaagcacaa
tgcacatgaa
tttacaagcce
ctcaacaatg
tttctccaaa
actcataaag
aagataataa
atgttgctga
ttaaaaaatt
gtatatatcc
attattgctg
gatgaacaaa
aacgaatact
gtagccagcce
ggtggttgca
ttgtatgtta
taatcccctt
atttcaagac
tttegetttg
aagaaagact
gtagggttaa
aaaacacact
cccttectac
tatttttaaa

tagttggett

53

aattaaaaca
agtccagaaa
gtcttgaaca
atagccatgt
taaaataaat
cgtaatcttc
gcaacaaaag
atgacaatat
acatatctga
aaaacaaaaa
gaagatatgc
gaaatgtgaa
ttttaaaata
taagcaatgce
aaaaatagga
aaaagaactg
cattagctac
taacttgtgg
ggcatgtgcet
acaacaggcc
gattttgaat
tgtgaatttt
ttaattttaa
attaaagatg
ctaaaattat
atagttgtat
tcaaggataa
gcttatggta
tctccaaatt
acgtctacta

gctattgaca

gcatggcaaa
taaacacaac
ttcagtgggg
gcaaaatact
caatcctaaa
atggtttctg
ataaaattga
caagaaaatg
taagggctga
caacgcaatt
gaataaccag
tcaaaaccat
acaagtgtca
aaaaggatac
ttattgtata
aaaacatatt
aatagccaaa
tataaacata
acagcttgta
atgtattgtg
gtgctaaatg
acctcaattt
aaaatgcaga
gttatcagtg
ttaaaaatta
tgactaagat
aataaattgc
acagtcagtc
ttcttaacaa

tggggcaagce

aggaagacgt

11760

11820

11880

11940

12000

12060

12120

12180

12240

12300

12360

12420

12480

12540

12600

12660

12720

12780

12840

12900

12960

13020

13080

13140

13200

13260

13320

13380

13440

13500

13560



ttacactgga
gcgataacaa
ggtcgacggt
ccgaacttgg
gtctceggtgg
acgacccaac
tceggtattg
ggttttagtc
cctcagagag
ggaaaaacgt
ctggttgatt
ctttacttgce
gaaaatgagc
cctttaaagg
gattctgttt
tecctgagegg
cgacgatgca
gatcagatcc
caaaaaagcc
cataaataaa
ggggcgggat
tttgcatact
tccacag
<210>5
<211> 30

<212> ADN

attcgggccce
tttcacacag
aatggcaggg

ggggtggggt

ggtatcgaca
acccgtgegt
tctectteceg
tttctteteg
gacgectggg
gtcactttca
catggcttcc
caattccggt
tcctegtggt
tcgattette
accttccact
aggccagggt
gttcaatggt
gaaaatggat
tcctcactac
aaaaattagt
gggcggagtt

tectgectget

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador Cs5S300F

<400> 5

attcttcagc acctccttaa tttttctcce
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tatatggcca
gaaacagcta
cctgeccgecee
ggggaaaagg
gagtgccagce
tttattctgt
tgtttcagtt
tagacttcaa
tattctggga
aattcctgceca
tggtaaacag
tgttcaataa
ggttctttga
tcaggaatgg
gaagaggttg
aggtctcegt
cgaaccatga
atacaagctc
ttctggaata
cagccatggg
aggggcggga

ggggagcctg

30

tcatggccat
tgaccatgat
cgacgttggce
aagaaacgcg
cctgggaccg
ctttttattg
agcctccccece
acttatactt
gaagtttata
tgatccttgt
aactgcctcce
gtcttaagge
gttctctact
agaaccaggt
tggtcattct
tcttgecaat
tggcgcgaaa
ccgggagett
gctcagaggce
gcggagaatg
ctatggttgce

gggactttce

54

atagcgatcg
tacgcecaage
tgcgageccct
ggcgtattgg
aaccccgegt
ccgtcatage
gtttaaactc
gatgcctttt
tttcecccaaa
cacaaagagt
gactatccaa
atcatccaaa
gagaactata
tttecctacce
ttggaagtac
ccccatattt
cgatcctcat
tttgcaaaag
agaggcggcc
ggcggaactg
tgactaattg

acaccctaac

ctatatgcta
tctagetaga
gggccttcac
ccccaatggg
ttatgaacaa
gcgggttect
attactaacc
tcctectgga
tcaatttetg
ctgaggtgge
accatgtcta
cttttggcaa
ttaattctgt
ataatcacca
ttgaactcgt
tgggacacgg
cctgtctett
cctaggectce
tecggcectetg
ggcggagtta
agatgcatgc

tgacacacat

13620

13680

13740

13800

13860

13920

13980

14040

14100

14160

14220

14280

14340

14400

14460

14520

14580

14640

14700

14760

14820

14880

14887



10

15

20

25

30

<210>6

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador Cs5S300R

<400> 6

ccaggcagcc aaagatcagt agttgtgttg

<210>7

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador 2kCspSF
<400> 7

tggttccttc attggaaaag gaaaacac
<210> 8

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador 2kCspSR
<400> 8

tccgctgagg ctgtgeccac agccacc
<210>9

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador CspSF

<400> 9
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30

28

27

55



10

15

20

25

30

ggatcccatt ctecttgatg tactaat 27
<210> 10

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador CspSR

<400> 10

gaattcaaac aactcaatag caagaaac
<210> 11

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador Bg5MF-100F-Nhel
<400> 11

aattgctagc ttgtattctg tttcgtgagg caaggttt
<210> 12

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador Bg5MR-100R-Xhol
<400> 12

aattctcgag ttcctctcta tgttggctca aatgtect
<210> 13

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador V6_F

ES 2611402 T3

38

38

56



10

15

20

25

30
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<400> 13

aagcttggat ccgaattcat cgatggccgg ccggtaccct cgagcectgtge cttcectagttg
ccagce

<210> 14

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador V6_R

<400> 14

gctagctaga gecccagctg gttettteeg 30

<210> 15

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador PsvApaDraF

<400> 15

aaaattgggc cccactacgt gctgtggaat gtgtgtcagt tagggt 46
<210> 16

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador PsvKzDHR

<400> 16

tggtcgaacc atgatggcgc gaaacgatcc tcatcctgte tct 43
<210> 17

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

57

60

65



10

15

20

25

30
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<220>

<223> cebador DHKzPsvF

<400> 17

ggatcgtttc gcgcecatcat ggttcgacca ttgaactgca tcg 43
<210> 18

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador TKNheNdeR

<400> 18

tgtgtgcata tggctagcga taacaatttc acacaggaaa cag 43
<210> 19

<211>72

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> reforzador

<400> 19

ggtgtggaaa gtccccaggc tccccagcag gcagaagtat gcaaagcatg catctcaatt
agtcagcaac ca

<210> 20

<211> 52

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador NhAsE1F

<400> 20

aattgctagc atatagcgat cgcgcaggac agcttccgac agcagggceca gg 52
<210> 21

<211>75

58

60

72



10

15

20

25

30
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<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador BbPsSbNhE1R

<400> 21

aattgctagc atatacctgc aggtatatgg gcccatatag ctgaggttga atgagaatat
cactgtccca gacac

<210> 22

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador galHinF

<400> 22

aattaagctt ctcgcgcaac ctattttcce ctcgaac 37
<210> 23

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador galXhoR

<400> 23

aattctcgag ccgagtttgt cagaaagcag accaaac 37
<210> 24

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador NhSbE1F

<400> 24

aattgctagc atatacctgc aggttgaatg agaatatcac tgtcccagac a 51

59

60

75



10

15

20

25

30
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<210> 25

<211> 80

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador NhAsSfPsE1R

<400> 25

aattgctagc atatagcgat cgctatatgg ccatgatggc catatagggc ccaggacagce
ttcecgacage agggccagge

<210> 26

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador cs3sSbf1F

<400> 26

aattcctgca ggggatccca ttctecttga tgtactaat 39
<210> 27

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador cs3sPsp1R

<400> 27

aattgggccc gaattcaaac aactcaatag caagaaac 38
<210> 28

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador cs5sSbf1F

60

60

80



10

15

20

25

30

<400> 28
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aattcctgca gggaattcct aaacagagca attaggtaag 40

<210> 29

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador cs5sPsp1R

<400> 29

aattgggccc gaattccagt gtaaacgtct tecttgt
<210> 30

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador gimSbf1F

<400> 30

aattcctgca ggttgtattc tgtttcgtga ggcaaggttt
<210> 31

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador gimPsp1R

<400> 31

aattgggcecec ttectctcta tgttggctca aatgtcct
<210> 32

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

37

40

38

61
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<223> cebador cs3sPsp2F

<400> 32

aattgggccc ggatcccatt ctecttgatg tactaat 37
<210> 33

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador cs3sSfi2R

<400> 33

aattggccat gatggccgaa ttcaaacaac tcaatagcaa gaaac
<210> 34

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador cs5sPsp2F

<400> 34

aattgggccc gaattcctaa acagagcaat taggtaag
<210> 35

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador cs5sSfi2R

<400> 35

aattggccat gatggccgaa ttccagtgta aacgtcttcc ttgt
<210> 36

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

38

44

62

45
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15

20

25

30
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<220>

<223> cebador cs5sBg13F

<400> 36

aattagatct gaattcctaa acagagcaat taggtaag 38
<210> 37

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador cs5sBg13R

<400> 37

aattagatct gaattccagt gtaaacgtct tccttgt 37
<210> 38

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador IE1ATGF

<400> 38

atgggggtgc acgaatgtcc tgect 25
<210> 39

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador IE1TGAR

<400> 39

tcatctgtce cctgtectge aggect 26
<210> 40

<211> 18

<212> ADN

63
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15
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25

30

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador M13R

<400> 40

gaaacagcta tgaccatg 18
<210> 41

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador IA1g1R
<400> 41

ctcattcaag ctgcatgttt cattacagcc cgtcgtgat
<210> 42

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador M13F

<400> 42

cagggttttc ccagtcacga 20
<210> 43

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador IA1g1F

<400> 43
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39

atcacgacgg gctgtaatga aacatgcagc ttgaatgag 39

<210> 44

<211> 42

64
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<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador IA1G2R

<400> 44

cacatgcagc tgcagtgtct cattcacctg ggaagagttg ac 42
<210> 45

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador IA1G2F

<400> 45

gtcaactctt cccaggtgaa tgagacactg cagctgcatg tg 42
<210> 46

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador |IEIKZATGHinF

<400> 46

aattaagctt gccaccatgg gggtgcacga atgtcctgec t 41
<210> 47

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador IE1TGAXhoR

<400> 47

aattctcgag tcatctgtcce cetgtectge aggect 36

<210> 48

65
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<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador NhAsflF
<400> 48

aattgctagc atataggcgc gccaacttga ttagggtgat ggttcacgta g
<210> 49

<211>73

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador NhCIPaPsf1R

<400> 49

aattgctagc atataatcga ttatatttaa ttaaatatag ggcccttgag tgttgttcca

gtttggaaca aga
<210> 50

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador cs3sAsc1F
<400> 50

aattggcgcg ccggatccca ttctecttga tgtactaat 39
<210> 51

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador cs3sPsp1R

<400> 51

66
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aattgggccc gaattcaaac aactcaatag caagaaac

<210> 52

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador cs5sAsc1F
<400> 52

aattggcgcg ccgaattcct aaacagagca attaggtaag
<210> 53

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador cs5sPsp1R
<400> 53

aattgggccc gaattccagt gtaaacgtct tecttgt
<210> 54

<211> 61

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> cebador V1_F

<400> 54

aagcttccte agcatcgatg gececggeccgga tccectgtgee ttctagttge cageccatctg

t

<210> 55

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> cebador V1_R
<400> 55

tagagcccca gcetggttctt tccgectcag 30
<210> 56

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador V2_F
<400> 56

gaattctgta caggtacccc tgcaggctcg agctgtgect tctagttgec agcececatctgt

<210> 57

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador V2_R

<400> 57

tagagcccca gcetggttctt tccgectcag 30
<210> 58

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador PcmvAgeF

<400> 58

aatctgaccg gtgttaggcg ttttgcgcetg cttcgeg 37
<210> 59

<211> 51

68
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ttactacact acgtggatcg agctagctag agccccagct ggttctttce g 51

<210> 60

<211> 63

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador HlssF

<400> 60

ctcttecttgg tagcaacage tacaggtgtc cactccgagg tccaactggt cgaaagcggt

gga

<210> 61

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador HITGAXhoR
<400> 61

aattctcgag tcatttaccc ggagacaggg agaggctctt
<210> 62

<211> 63

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador H1ssEcoF

<400> 62

40
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aattgaattc gccaccatgg gatggagctg tatcatcctce ttcttggtag caacagcectac

agg

<210> 63

<211> 63

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador H2ssF

<400> 63

ctecttecttgg tagcaacage tacaggtgtce cactccgata tccagatgac ccagagtccce

tct

<210> 64

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador H2TGABamR
<400> 64

aattggatcc tcaacactct cccctgttga agctctttgt 40
<210> 65

<211> 63

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador H2ssHinF

<400> 65

aattaagctt gccaccatgg gatggagctg tatcatcctce ttcttggtag caacagcectac

agg
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REIVINDICACIONES
1. Un vector de expresion para células animales, que comprende:
(a) una estructura 5' o region de unién a la matriz (5-SAR) del gen de la serina proteasa B citotoxica (CSP-B);
(b) un promotor operable en células animales; y
(c) una secuencia de poliadenilacion.

2. El vector de expresion de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el vector de expresién comprende ademas
una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina que va a ser expresada.

3. El vector de expresiéon de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la 5'-SAR esta presente en dos copias.

4. El vector de expresion de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el promotor operable en las células animales
es un promotor de citomegalovirus (CMV), un promotor tardio del adenovirus, un promotor 7.5K del virus vacuna, un
promotor del virus 40 de simio (SV40), un promotor de SV40E1, un promotor tk del virus del herpes simple (HSV), un
promotor del virus sincitial respiratorio (RSV), un promotor del factor 1-a de elongaciéon (EF1-a), un promotor de
metalotioneina, un promotor de 3-actina, un promotor del gen de interleuquina 2 humana (IL-2), un promotor del gen
del interferon (IFN) humano, un promotor del gen de IL-4 humana, un promotor del gen linfotoxina humana, o un
promotor del gen del factor de estimulacion de colonias de granulocitos-macréfagos humanos (GM-CSF).

5. El vector de expresion de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que la secuencia de poliadenilacién es una
secuencia de poliadenilacion de la hormona de crecimiento bovino, una secuencia de poliadenilacion de timidina
quinasa (TK) derivada de HSV, o una secuencia de poliadenilacion derivada de SV40.

6. El vector de expresion de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que las células animales son células de ovario de
hamster chino (CHO), células VERO, células Hela, células WI38, células de rifion de hamster bebé (BHK), células
COS o células de rifion de canino Madin-Darby (MDCK).

7. El vector de expresion de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que la proteina es una hormona, citoquina,
anticuerpo, aptamero peptidico, adnectina, Affibody, avimero, o un dominio de Kunitz.

8. El vector de expresion de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que la proteina es eritropoyetina (EPO), un
analogo de EPO, o un anticuerpo del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (anti-HER2).

9. Una célula animal transfectada con el vector de expresién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a
8.

10. Un método para preparar una proteina recombinante, que comprende incubar la célula animal transfectada de la
reivindicacion 9.

11. El vector de expresion de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que las dos copias de la 5'-SAR estan presentes
consecutivamente en el vector.

12. El vector de expresion de acuerdo con la reivindicaciéon 11, en el que las dos copias de la 5-SAR estan

presentes consecutivamente secuencia abajo de la secuencia de nucledtidos que codifica la proteina que se va a
expresar.
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Fig. 9
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Fig. 13
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Fig. 14
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