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DESCRIPCION

5'UTR sintéticas, vectores de expresion y métodos para aumentar la expresion transgénica
Antecedentes de la invencién
Campo de la invencion

La presente invencién pertenece al campo de la biotecnologia. En particular, se refiere a mejoras en el control de la
expresion génica posterior a la transcripcion en células eucariotas.

Antecedente de la invencion

La expresion génica eucariota pasa por varios puntos de control tras la transcripcion del ARNm primario a partir del
ADN. EIl transcrito de ARNm primario comprende porciones codificantes (exones) y porciones no codificantes
(intrones). Durante el corte y empalme del ARNm, los intrones se cortan y retiran del transcrito y los exones se unen
entre si para generar ARN mensajero maduro (ARNm). El corte y empalme sirve como punto de control para generar
multiples isoformas de proteinas a partir de un Unico gen mediante la adicion y retirada de exones en diversas
combinaciones. Este proceso, denominado corte y empalme alternativo, se produce en estructuras multicomponentes
muy estrechamente reguladas denominadas ayustosomas, que estan bajo el control de rutas de sefalizacién
intracelulares y extracelulares.

El corte y empalme alternativo en la region de codificacién de una proteina puede dar como resultado la generacién de
multiples isoformas con diversas funciones. Adicionalmente, el corte y empalme ha mostrado aumentar drasticamente
la sintesis de proteinas en células de mamiferos (Huang y Gorman, 1990 Nucleic Acids Research 18(4):937-947). El
mecanismo para esto es desconocido. El corte y empalme alternativo puede producirse también en las regiones no
traducidas del transcrito, que puede contribuir a dominios potenciadores o de estabilizacién en el transcrito final, dando
como resultado una traduccién aumentada de proteinas.

La adicion de elementos de corte y empalme a la region 5' reguladora en una construccién de gen sintético ha
mostrado aumentar la expresion génica, teéricamente como resultado del transporte mejorado del ARNm desde el
nucleo al citoplasma (Huang y Gorman, supra; Choi et al., 1991 Molecular and Cellular Biology 11(6):3070-3074).
Como resultado de este trabajo, se incluyen a menudo intrones entre el promotor y el sitio de clonacién mdltiple de
vectores de expresion de mamiferos comercialmente disponibles. Sin embargo, no se han evaluado las
combinaciones de intrones con otras regiones reguladoras para aumentar la expresion génica.

Sumario de la invencion

La presente invencion proporciona secuencias de polinucleétidos 5'UTR sintéticas disefiadas para aumentar la
expresion de un componente del transgén de la construccion de un gen sintético en una célula hospedadora como se
define en las reivindicaciones. Sin pretender quedar vinculado por teoria alguna, las 5'UTR sintéticas se disefian con el
fin de que pueda aumentarse la expresion de un transgén mediante el transporte y estabilidad aumentados del ARN.

La secuencia 5'UTR sintética comprende una secuencia de polinucleétido quimérica que comprende un fragmento de
polinucleétido que comprende un sitio de corte y empalme del gen de la calcio ATPasa del reticulo
sarcoplasmico/endoplasmatico y un fragmento de polinucleétido que comprende al menos una porcion de una 5'UTR
de un gen de la caseina.

Las secuencias del polinucleétido 5'UTR sintéticas de la invencion tienen utilidad para aumentar la expresion de una
secuencia de interés o region de codificacion de interés en una construccion de gen sintético. La secuencia 5'UTR
sintética puede insertarse en vectores viricos o no viricos entre un promotor y una secuencia del nucleétido de interés
utilizando técnicas de ADN recombinante. Las secuencias 5'UTR sintéticas estan flanqueadas opcionalmente por
secuencias de nucleétidos que comprenden sitios de la endonucleasa de restriccion y otros nucleétidos necesarios
para la actividad de la endonucleasa de restriccién. Las secuencias flanqueantes proporcionan opcionalmente sitios de
clonacion en un vector.

La presente invencién proporciona también vectores que comprenden 5' UTR sintéticas. En una realizaciéon de la
invencion, el vector es un vector de expresion eucariota.

La presente divulgacién proporciona también métodos para aumentar la expresion de un transgén en una célula
eucariota. Los métodos comprenden las etapas de crear una secuencia 5'UTR sintética fusionando un fragmento de
polinucleétido o un primer gen eucariota que comprende un sitio de corte y empalme y un fragmento de polinucleétido
de un segundo gen eucariota que comprende al menos una porciéon de una 5'UTR para crear una secuencia de
polinucleétido quimérica, e insertar la secuencia de polinucleétido quimérica en un vector de expresién entre un
promotor y una secuencia de interés.
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El solicitante ha realizado el sorprendente descubrimiento de que una secuencia 5'UTR sintética creada mediante
fusion de un fragmento de nucleétido que comprende un intrébn de un gen de la calcio ATPasa del reticulo
sarcoplasmico/endoplasmatico con un fragmento que comprende al menos una porcién de un gen de la caseina da
como resultado una expresion génica aumentada. Tal como se describe en detalle a en el presente documento, dos
realizaciones diferentes de una 5'UTR sintética aumentaron la expresién de un gen indicador, en comparacioén con la
del control, en dos tipos de células diferentes transfectadas con un vector de expresion que comprende la 5'UTR
sintética.

Por lo tanto, es un objetivo de la divulgacion proporcionar una secuencia 5'UTR sintética que comprende un fragmento
de polinucleétido que comprende un sitio de corte y empalme fusionado a un fragmento de polinucleétido que
comprende al menos una porcion de una region 5' no traducida heteréloga para aumentar la expresion de un transgén
en una célula eucariota.

Es otro objetivo de la divulgaciéon proporcionar una secuencia 5'UTR sintética que comprende un fragmento de
polinucleétido que comprende un intron fusionado a un fragmento de polinucleétido que comprende al menos una
porcion de una regiéon 5' no traducida heterologa para aumentar la expresion de un transgén en una célula eucariota.

Es otro objetivo de la divulgacion proporcionar una secuencia 5'UTR sintética que comprende un fragmento de
polinucleétido que comprende un intrén que incluye porciones 5'y 3' flanqueantes de exones adyacentes fusionados a
un fragmento de polinucleétido que comprende al menos una porcién de una regién 5' no traducida heteréloga para
aumentar la expresion de un transgén en una célula eucariota.

Es otro objetivo de la divulgacién proporcionar una secuencia 5'UTR sintética que sea compatible para su insercién en
un vector.

Es otro objetivo de la invencion proporcionar vectores que comprendan 5'UTR sintéticas, tal como se define en las
reivindicaciones.

Es otro objetivo de la invencién proporcionar células hospedadoras que comprendan 5'UTR sintéticas, tal como se
define en las reivindicaciones.

Descripcion de las secuencias

SEQ ID NO: 1 representa una realizacion de una secuencia 5UTR sintética que comprende: un sitio de restriccion
Miul, SEQ ID NO: 2, un sitio de restriccion Kpnl, SEQ ID NO: 3, un sitio de restriccion Mfel. SEQ ID NO: 1 se conoce
también en el presente documento como 5U2.

SEQ ID NO: 2 representa una realizacion de una secuencia del intron 2 de SERCA2 de canino con un presunto sitio
poli-A de consenso mutado, con una porciéon de exon 2 flanqueando en el extremo 5' y una porcién del exén 3
flanqueando en el extremo 3'. SEQ ID NO: 2 es una secuencia parcial mutada del cromosoma 26 de Canis
familiaris, la secuencia shotgun del genoma completo (numero de acceso publico NC_006608.2).

SEQ ID NO: 3 representa una realizacion de una secuencia 5’UTR de caseina de bovino. SEQ ID NO: 3 es una
secuencia parcial del ARNm beta de la caseina de Bos taurus de longitud completa (numero de acceso publico
NM_181008).

SEQ ID NO: 4 representa una realizaciéon de la secuencia del intrébn 2 de SERCA2 natural de canino, con una
porcion de exén 2 flanqueando en el extremo 5' y una porcién del exon 3 flanqueando en el extremo 3'. SEQ ID NO:
4 es una secuencia parcial del cromosoma 26 de Canis familiaris, la secuencia shotgun del genoma completo
(numero de acceso publico NC_006608.2).

SEQ ID NO: 5 representa una realizacion de la secuencia del intron 2 de SERCA2 natural de ser humano, con el
exon 2 flanqueando en el extremo 5' y el exon 3 flanqueando en el extremo 3'. SEQ ID NO: 5 es una secuencia
parcial del cromosoma 12 de Homo sapiens, ensamblaje de referencia, secuencia completa (nimero de acceso
publico NC_000012).

SEQ ID NO: 6 representa una realizacion de la secuencia del intron 2 de SERCAZ2 natural de ratdn, con el exén 2
flanqueando en el extremo 5' y el exon 3 flanqueando en el extremo 3'. SEQ ID NO: 6 es una secuencia parcial del
cromosoma 5 de Mus musculus, ensamblaje de referencia (niumero de acceso publico NC_000071).

SEQ ID NO: 7 representa una realizacién de una secuencia 5'UTR sintética que comprende un sitio de restriccion
Ascl, un sitio de restriccion Miul, SEQ ID NO: 4, un sitio de restriccion Kpnl, SEQ ID NO: 3, un sitio de restriccion
Mfel. SEQ ID NO: 7 se conoce también en el presente documento como INXN-1.

SEQ ID NO: 8 representa una realizacion de una secuencia 5UTR de caseina de raton. SEQ ID NO: 8 es una
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secuencia parcial de la beta caseina de Mus musculus, ARNm (ADNc clon MGC:91065) (numero de acceso
publico BC080709).

SEQ ID NO: 9 representa una realizacion de una secuencia 5UTR de caseina de rata. SEQ ID NO: 9 es una
secuencia parcial de la beta caseina de Rattus norvegicus (Csn2), ARNm (nimero de acceso publico NM_017120).

SEQ ID NO: 10 representa una realizacion de una secuencia 5UTR de caseina de oveja. SEQ ID NO: 10 es una
secuencia parcial de la beta caseina de Ovis aries (CSN2), ARNm, (nUmero de acceso publico NM_001009373).

SEQ ID NO: 11 representa el exon 3 de SERCA2 de canino. SEQ ID NO: 11 es una secuencia parcial del
cromosoma 26 de Canis familiaris, la secuencia shotgun del genoma completo (niumero de acceso publico
NC_006608.2).

SEQ ID NO: 12 representa una realizacién de una secuencia de vector que comprende la 5UTR sintética. El vector
representado por la SEQ ID NO: 12 comprende la SEQ ID NO: 1 y se representa esquematicamente en la Figura
10.

SEQ ID NO: 13 representa otra realizacion de una secuencia de vector que comprende una 5UTR sintética. El
vector representado por la SEQ ID NO: 13 comprende la SEQ ID NO: 7 y se representa esquematicamente en la
Figura 11.

SEQ ID NO: 14 representa un vector que comprende una 5UTR sintética del control (poliG) y se representa
esquematicamente en la Figura 9.

En cualquiera de estas secuencias, T (timidina) puede sustituirse con U (Uracilo).

Descripcion de los dibujos

La Figura 1A muestra una representacion esquematica del polinucleétido de la SEQ ID NO: 4.

La Figura 1B muestra una representacion esquematica del polinucleétido de la SEQ ID NO: 5 y el polinuclettido de
la SEQ ID NO: 6.

LA Figura 1C muestra los polinucleétidos de la SEQ ID NO: 2 y las SEQ ID NO: 4-6. El segundo intréon de SERCA2
esta resaltado en negro. Los exones adyacentes o sus porciones estan sin resaltar.

La Figura 2A muestra una representacion esquematica del polinucleétido de la SEQ ID NO: 1.
La Figura 2B muestra una representacion esquematica del polinucleétido de la SEQ ID NO: 7.

La Figura 3A muestra una representacion esquematica de una 5'UTR sintética en un vector de expresion entre un
promotor y una secuencia de interés.

La Figura 3B muestra una representacion esquematica de una 5'UTR sintética en un vector de expresion entre un
promotor y un sitio de clonacion.

La Figura 4 muestra los resultados del ensayo de las realizaciones de 5'UTR sintéticas de la invencion en células
HEK-293.

La Figura 5 muestra los resultados del ensayo de las realizaciones de 5'UTR sintéticas de la invencion en células
1080.

La Figura 6 muestra los resultados del ensayo de las realizaciones de 5'UTR sintéticas de la invencién a medida
que aumenta el plegamiento con respecto al control en células HEK-293 y células 1080, en el que los valores del
control se normalizaron a 1.

La Figura 7 muestra un vector del control usado en el Ejemplo 1 (VVN-2712), en el que la secuencia de codificacion
de la beta-galactosidasa (LacZ) carece de 5'UTR y se une de manera operativa al promotor de CMV.

La Figura 8 muestra un vector del control usado en el Ejemplo 1 (VVN-2713), en el que el vector carece de una
5'UTR y de LacZ.

La Figura 9 muestra un vector utilizado en el Ejemplo 1 (VVN-8318), en el que la secuencia de codificacién de la
beta-galactosidasa (LacZ) se une de manera operativa a poliG 5'UTR y al promotor de CMV.

La Figura 10 muestra un vector utilizado en el Ejemplo 1 (VVN-8277), en el que la secuencia de codificacion de la
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beta-galactosidasa (LacZ) se une de manera operativa a 5'UTR de la invencion (5U2) y al promotor de CMV.
La Figura 11 muestra un vector utilizado en el Ejemplo 1 (VVN-8276), en el que la secuencia de codificacion de la
beta-galactosidasa (LacZ) se une de manera operativa a 5'UTR de la invenciéon (INXN-1) y al promotor de CMV.

La Figura 12 es una tabla que contiene los datos del Ejemplo 1 representado en las Figuras 4-6.

La Figura 13 muestra una porcion de una alineacion de las secuencias genémicas y de ARNm de SERCA2 de
Equus caballus que incluyen el segundo intrén y el exén 2 y el exén 3. Los extremos 5' y 3' del segundo intron se
indican mediante flechas.

Las Figuras 7-11 utilizan las siguientes abreviaturas: CMV pro = promotor del Citomegalovirus, LacZ = secuencia
de codificacion de LacZ, SV40pA = SV40 poliA, Amp= Gen de resistencia a la ampicilina, Neo= Gen de resistencia
a la neomicina, MCS = Sitio de Clonacién Mdltiple, SPL-1 = porcién de exén 2 SERCA2+ intron 2 SERCA2 +
porcién de exén 3 SERCA2, UTR-1 = porcion de 5UTR de la caseina.

Descripcion detallada de la invencién

Se aplicaran las siguientes definiciones a toda la descripcion, los dibujos, y las reivindicaciones que siguen. Sin
embargo, los términos utilizados en la memoria descriptiva y en las reivindicaciones no definidas en el presente
documento tienen los significados habituales que se entienden en la técnica.

Cuando se utilizan los términos "uno”, "una" o "unos" en esta divulgacion, significan "al menos uno" o "uno o mas" a no
ser que se indique otra cosa.

"Acido nucleico", "molécula de acido nucleico", "secuencia de acido nucleico", "oligonucleo6tido”, "secuencia de
oligonucledtidos”, "secuencia de nucleotidos", "polinucleétido”, y "secuencia de polinucleotidos" se utilizan de forma
indistinta y se refieren a la forma polimérica de éster fosfato de ribonucledsidos (adenosina, guanosina, uridina o
citidina; "moléculas de ARN") o desoxirribonucleésidos (desoxiadenosina, desoxiguanosina, desoxitimidina, o
desoxicitidina; "moléculas de ADN"), o cualesquiera de sus analogos de fosfoéster, tal como fosforotioatos y
tioésteres, en cualquier forma monocatenaria, o una hélice bicatenaria. ADN-ADN bicatenario, son posibles hélices de
ADN-ARN y ARN-ARN. EI término molécula de acido nucleico, y en particular molécula de ADN o ARN, se refiere
solamente a la estructura primaria y secundaria de la molécula, y no la limita a cualesquiera formas terciarias
concretas. Por lo tanto, este término incluye ADN bicatenario que se encuentra, entre otras, en moléculas de ADN
lineales o circulares (por ejemplo, fragmentos de restriccion), plasmidos, ADN y cromosomas superenrollados. En la
descripcidon de la estructura de moléculas de ADN bicatenarias, en el presente documento se pueden describir
secuencias de acuerdo con la convencion normal de proporcionar solo la secuencia en la direccion 5'a 3' a lo largo de
la hebra de ADN no transcrita (es decir, la hebra que tiene una secuencia homéloga al ARNm). Una "molécula de ADN
recombinante" es una molécula de ADN que ha experimentado una manipulacion biolégica molecular. EI ADN incluye,
pero no de forma limitativa ADNc, ADN genoémico, ADN plasmido, ADN sintético, y ADN semisintético.

Los términos "fragmento" utilizados junto con una secuencia de polinucleétidos (por ejemplo, "fragmento de
polinucleétido") se refiere a una secuencia de nucleétidos de longitud reducida con respecto al acido nucleico de
referencia y que comprende, sobre la porcién comun, una secuencia de nucleétidos idéntica al acido nucleico de
referencia. Dicho fragmento de acido nucleico de acuerdo con la invencién puede, cuando sea adecuado, incluirse en
un polinucleétido mas grande del cual es un constituyente. Dichos fragmentos comprenden, o consisten
alternativamente de, polinucleétidos con una longitud comprendida desde al menos 6, 8, 9, 10, 12, 15, 18, 20, 21, 22,
23, 24, 25, 30, 39, 40, 42, 45, 48, 50, 51, 54, 57, 60, 63, 66, 70, 75, 78, 80, 90, 100, 105, 120, 135, 150, 200, 300, 500,
720, 900, 1000 o 1500 nucledtidos consecutivos de un &cido nucleico de acuerdo con la invencion.

El término "quimérico" significa comprendido por fragmentos que no son contiguos en su estado natural. Por ejemplo,
un polinucleétido quimérico significa un polinucleo6tido que comprende fragmentos que no son contiguos en su estado
natural.

El término "sintético" utilizado junto con una secuencia de polinucleétidos es un polinucleétido (o porcién de un
polinucleétido) no natural que difiere de una secuencia de polinucleétidos natural. Por ejemplo, un gen (o porcion de un
gen) sintético puede contener una o mas secuencias de acidos nucleicos no contiguas en la naturaleza (secuencias
quiméricas), y/o puede abarcar sustituciones, inserciones, y deleciones y sus combinaciones.

Un "gen" se refiere a un polinucleétido que comprende nucleétidos que codifican una molécula afuncional (por
ejemplo, un polipéptido o ARN), e incluye ADNc o acidos nucleicos de ADN genomico. Se entiende generalmente que
el ADN genoémico que codifica un polipéptido o ARN incluye regiones no codificantes (es decir, intrones) que se cortan
y empalman a partir del ARNm maduro, y por tanto no estan presentes en el ADNc que codifica el mismo polipéptido o
ARN. "Gen" puede comprender un fragmento de acido nucleico que expresa un ARN, proteina o polipéptido
especifico. El "gen" puede comprender ademas secuencias reguladoras que preceden (secuencias 5' no codificantes)
y siguen (secuencias 3' no codificantes) a la secuencia de codificacion. El "gen" puede comprender también
oligonucledtidos formadores de tripletes (TFO). "Gen nativo" se refiere a un gen que se encuentra en la naturaleza con
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sus propias secuencias reguladoras. "Gen quimérico" o "-gen recombinante" se refiere a cualquier gen que no es un
gen nativo, que comprende secuencias reguladoras y/o codificantes que no se encuentran juntas en la naturaleza. De
acuerdo con ello, un gen quimérico puede comprender secuencias reguladoras y secuencias codificantes que se
derivan de fuentes diferentes, o secuencias reguladoras y secuencias codificantes derivadas de la misma fuente, pero
dispuestas de una manera diferente a la que se encuentra en la naturaleza. Un gen quimérico puede comprender
secuencias codificantes derivadas de diferentes fuentes y/o secuencias reguladoras derivadas de diferentes fuentes.
"Gen endogeno"” se refiere a un gen nativo en su localizacién natural en el genoma de un organismo.

Un gen "-extrafio" o gen "exdgeno" o gen "heter6logo" o "transgén" se refiere a un gen que no se encuentra
normalmente en la célula u organismo hospedador, pero que se introduce en la célula u organismo hospedador
mediante transferencia génica. Los transgenes pueden comprender genes nativos insertados en un organismo no
nativo, o genes quiméricos o sintéticos. Un transgén puede ser también una versién de ADNc de un gen endégeno. Un
gen transgén puede ser también una version no mutada de un gen endégeno mutado o una versién mutada de un gen
enddégeno no mutado. Un gen transgén puede ser también un gen terapéutico o un gen experimental tal como un
indicador. Un transgén puede introducirse directamente en las células diana de un organismo hospedador, o
introducirse directamente por la transferencia de células transformadas, por ejemplo, células autologas, en el
organismo hospedador.

La "regién 5 prima no traducida" o "5’'UTR" de un gen debe entenderse como la parte de un gen que se transcribe en un
transcrito de ARN primario (pre-ARNm) y cuya parte se localiza en la direccion 5' de la secuencia de codificacion. El
transcrito primario es el producto de ARN inicial, que contiene intrones y exones, producidos por la transcripcion del
ADN. Muchos transcritos primarios deben experimentar el procesamiento del ARN para formar las especies de ARN
fisiolégicamente activas. El procesamiento a un ARNm maduro puede comprender el recorte de los extremos, la
eliminacion de intrones, la proteccion y/o el corte de moléculas de ARN individuales de sus ARN precursores. La 5'UTR
de un ARNm es de esta manera la parte del ARNm que no se traduce en proteina y que se localiza en la direccion 5' de
la secuencia de codificacion. En una secuencia gendémica, la 5'UTR se define normalmente como la region entre el sitio
de inicio de la transcripcion y el codon de inicio. Las regiones 5' no traducidas (5'UTR) de los ARNm de vertebrados
pueden tener unas pocas decenas de bases hasta algunos cientos de bases de longitud (Crowe et al., 2006 BMC
Genomics 7:16).

Una "5'UTR sintética" es una 5'UTR no natural que difiere de la secuencia del polinucleétido 5'UTR. Una §' UTR
sintética puede contener una o mas secuencias de acidos nucleicos no contiguas en la naturaleza (secuencias
quiméricas), y/o puede abarcar sustituciones, inserciones, y deleciones y sus combinaciones.

Una "unién de corte y empalme", "unién intrén-exon de corte y empalme”, o el "sitio de corte y empalme" son regiones
en los limites de un intron en un pre-ARNm eucariota reconocidas por el aparato de corte y empalme de la célula donde
se unen dos exones adyacentes y se elimina el intron. Los sitios de corte y empalme se representan por secuencias
conservadas en los limites del intrén/exén 5' y 3'. Para la gran mayoria de intrones, la mayoria de secuencias
conservadas son GU que flanquean el extremo 5' del intrén y AG que flanquean el extremo 3'. Sin embargo, se
conocen también excepciones a estas secuencias consenso tales como intrones con sitios de corte y empalme
AU-AC. El sitio de corte y empalme 5' en el limite introbn-exén se conoce como sitio "de corte y empalme donante". El
sitio de corte y empalme 3' en un limite intrén-exon se conoce como un sitio "de corte y empalme" receptor.

Un "ayustosoma" es un complejo de ribonucleoproteina grande que sirve como el aparato de corte y empalme de la
célula. El ayustosoma estd comprendido por subunidades de ribonucleoproteinas nucleares pequefias (RNPsn) que
se ensamblan sobre un sustrato pre-ARNm. Las propias RNPsn estdn comprendidas por ARN nucleares pequefios
(ARNSsn) y algunas subunidades de proteinas. Durante la reaccién de corte y empalme, el reconocimiento de sitios de
corte y empalme en el pre-ARNm se lleva a cabo mediante emparejamiento de bases con los ARNsn.

ADN "-heterologo" se refiere a ADN que no se localiza naturalmente en la célula, o en un sitio cromosémico de la
célula. Por lo tanto, el ADN heterélogo incluye un gen extrafio a la célula. El ADN "heterologo" puede incluir también un
gen que existe naturalmente en la célula, pero que se localiza en una localizacién no nativa. Ademas, una molécula de
ADN "heteréloga" puede ser una molécula de ADN que contiene un segmento de ADN que no es del hospedador,
unido de manera operativa a un segmento de ADN del hospedador, por ejemplo, un promotor de la transcripcion. Por el
contrario, una molécula de ADN heteréloga puede comprender un gen endégeno unido de manera operativa con un
promotor exégeno. Adicionalmente, "heterdlogo” puede referirse a una molécula o fragmento de ADN que se deriva de
un gen que no comparte un origen evolutivo comun con una molécula o fragmento de ADN de referencia.

El término "genoma" incluye ADN o ARN cromosdémico, asi como mitocondrial, de cloroplastos y virico.

El término "-sonda" se refiere a una molécula de acido nucleico monocatenario que puede emparejar sus bases con un
acido nucleico diana monocatenario complementario para formar una molécula bicatenaria.

Una "secuencia codificante" de ADN se refiere a una secuencia de ADN bicatenario que codifica un polipéptido y que
se puede transcribir y traducir en un polipéptido en una célula in vitro o in vivo o en el exterior de una célula, por
ejemplo, en un tubo, cuando se coloca bajo el control de secuencias reguladoras adecuadas. "Secuencias reguladoras
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adecuadas" se refiere a secuencias de nucleétidos localizadas en la direccion 5' (secuencias 5' no codificantes), en su
interior, o en la direccién 3' (secuencias 3' no codificantes) de una secuencia codificante, y que alteran la transcripcion,
el procesamiento o la estabilidad del ARN, o la traduccién de la secuencia codificante asociada. Las secuencias
reguladoras pueden incluir promotores, secuencias lider de traduccién, intrones, secuencias de reconocimiento de
poliadenilacion, sitio de procesamiento del ARN, sitio de unidn al efector y estructura tallo-bucle. Los limites de la
secuencia de codificacion estan determinados por un codén de inicio en el extremo 5' (amino) y un codén de detencion
de la traduccion en el extremo 3' (carboxilo). Una secuencia codificante puede incluir, pero no de forma limitativa,
secuencias procariotas, eucariotas, o quiméricas, ADNc procedente de ARNm, secuencias de ADN gendmico, e
incluso secuencias de ADN sintético.

"Marco de lectura abierto" se abrevia ORF y se refiere a la longitud de una secuencia de acido nucleico, tanto ADN,
ADNc o ARN, que comprende una sefial de inicio de la traduccién o codén de inicio, tal como un ATG o AUG, y un
codén de terminacién y puede traducirse potencialmente en una secuencia polipeptidica.

El término "en la direccion 3" se refiere a una secuencia de nucleétidos que se localiza en 3' respecto a una secuencia
de nucledtidos de referencia. En particular, las secuencias de nucleétidos en la direccion 3' se refieren generalmente a
secuencias que siguen al punto de inicio de la transcripcion. Por ejemplo, el codén de inicio de la traduccion de un gen
se localiza en la direccion 3' del sitio de inicio de la transcripcion.

El término "en la direcciéon 5™ se refiere a una secuencia de nucleétidos que se localiza en 5' respecto una secuencia
de nucleétidos de referencia. En particular, secuencias de nucleétidos en la direccion 5' se refiere generalmente a
secuencias que se localizan en el lado 5' de una secuencia de codificacion del punto de partida de la transcripcion. Por
ejemplo, la mayoria de los promotores se localizan en la direccién 5' del sitio de inicio de la transcripcion.

"Sintetizado quimicamente”, en relacion a una secuencia de ADN, significa que los nucleétidos componentes se
ensamblaron in vitro. Se puede llevar a cabo la sintesis quimica manual del ADN utilizando procedimientos bien
establecidos, 0 se puede llevar a cabo la sintesis quimica automatizada utilizando una de numerosas maquinas
comercialmente disponibles. De acuerdo con ello, los genes pueden personalizarse para la expresion génica éptima
basandose en la optimizacion de la secuencia de nucleétidos para reflejar el sesgo del codén de la célula
hospedadora. El técnico experto aprecia la probabilidad de una expresién génica satisfactoria si la utilizaciéon del codéon
esta sesgada hacia aquellos codones favorecidos por el hospedador. La determinacion de los codones preferidos
puede basarse en una vigilancia de los genes derivados de la célula hospedadora cuando esta disponible informacion
de la secuencia.

Los términos "endonucleasa de restriccion" y "enzima de restriccion" se usan de manera indistinta y se refieren a una
enzima que se une y corta en una secuencia de nucleétidos especifica en el ADN bicatenario.

"Polipéptido”, "péptido" y "proteina” se usan de manera indistinta y se refieren a un compuesto polimérico comprendido
por restos aminoacidos unidos covalentemente.

"Reaccion en cadena de la polimerasa" se abrevia PCR y se refiere a un método in vitro para amplificar
enzimaticamente secuencias de acido nucleico especificas. PCR implica una serie repetitiva de ciclos de temperatura
comprendiendo cada ciclo tres etapas: desnaturalizacion del molde de acido nucleico para separar las hebras de la
molécula diana, hibridacién de un cebador de oligonucleétidos de la PCR monocatenario para el molde de acido
nucleico, y extension del (de los) cebador(es) hibridado(s) mediante la ADN polimerasa.

El término "homologia" se refiere al porcentaje de identidad entre dos restos de polinucleétidos o dos restos
polipeptidicos. La correspondencia entre la secuencia entre un resto y otro puede determinarse mediante técnicas
conocidas en la materia. Por ejemplo, se puede determinar la homologia mediante una comparacion directa de la
informacién de la secuencia entre dos moléculas de polipéptidos alineando la informacién y utilizando programas
informaticos facilmente disponibles. Como alternativa, se puede determinar la homologia mediante la hibridacion de
polinucleétidos en condiciones en que formen dupletes estables entre regiones homologas, seguido por digestion con
nucleasa(s) especificas monocatenarias y determinacién del tamafio de los fragmentos digeridos.

Como se usa en el presente documento, el término "homoélogo" en todas sus formas gramaticales y variantes
ortograficas se refiere a la relacion entre proteinas que poseen un "origen evolutivo comun", incluyendo proteinas de
superfamilias (por ejemplo, la superfamilia de las inmunoglobulinas) y proteinas homologas de diferentes especies
(por ejemplo, una cadena ligera de miosina, etc.) (Reeck et al., Cell 50:667 (1987)). Dichas proteinas (y sus genes
codificantes) tienen homologia de secuencia, segun se refleja por su elevado grado de similitud de secuencia. Sin
embargo, en el uso comun y en la presente aplicacion, el término "homologo", cuando se modifica con un adverbio tal
como "altamente”, puede referirse a la similitud de secuencia y no a un origen evolutivo comun. 12

De acuerdo con ello, el término "similitud de secuencias" en todas sus formas gramaticales se refiere al grado de
identidad o correspondencia entre secuencias de acidos nucleicos 0 aminoacidos de proteinas que pueden compartir o
no un origen evolutivo comun (véase Reeck et al., Cell 50:667 (1987)). En una realizacion, dos secuencias de ADN son
"sustancialmente homodlogas" o "sustancialmente similar" cuando al menos aproximadamente un 21 %
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(preferentemente al menos aproximadamente un 50 %, y de forma mas preferente al menos un 75 %, 90 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 %, 0 99 %) de los nucledtidos se corresponden sobre la longitud definida de las secuencias de ADN.
Se pueden identificar secuencias que son sustancialmente homélogas comparando las secuencias utilizando software
estandar disponible en los bancos de datos de secuencias, o en un experimento de hibridacién Southern en, por
ejemplo, condiciones rigurosas como se define para este sistema concreto. Definir las condiciones de hibridaciéon
adecuadas estd comprendido en los conocimientos del técnico experto (véase, por ejemplo, Sambrook et al., 1989,
infra.).

Como se usa en el presente documento, "sustancialmente similar" se refiere a fragmentos de acidos nucleicos, en
donde los cambios en una o mas bases de nucleétidos dan como resultado la sustitucion de uno o mas aminoacidos,
pero que no afectan a las propiedades funcionales de la proteina codificada por la secuencia de ADN.
"Sustancialmente similar" se refiere también a fragmentos de acidos nucleicos, en donde los cambios en una o mas
bases de nucledtidos no afectan a la capacidad del fragmento de acido nucleico de mediar en la alteracion de la
expresion génica mediante la tecnologia de sentido contrario o cosupresion. "Sustancialmente similar se refiere
también a modificaciones de los fragmentos de acidos nucleicos de la presente invencion tales como delecion o
insercion de una o mas bases de nucleétidos que no afectan sustancialmente las propiedades funcionales del
transcrito resultante. Se entiende por tanto que la invencién abarca mas de las secuencias ilustrativas especificas.
Cada una de las modificaciones propuestas estd comprendida en los conocimientos rutinarios del experto en la
materia, como es la determinacion de la retencion de la actividad biolégica de los productos codificados.

Ademas, el técnico experto reconoce que las secuencias sustancialmente similares abarcadas por la presente
invencion se definen también por su capacidad de hibridarse, en condiciones rigurosas. Una molécula de acido
nucleico es "-hibridable" con otra molécula de &cido nucleico, tal como ADNc, ADN genémico, o ARN, cuando una
forma monocatenaria de la molécula de acido nucleico puede hibridarse con la otra molécula de acido nucleico en las
condiciones adecuadas de temperatura y fuerza io6nica de la solucion (véase Sambrook et al., 1989 infra). La
hibridacion y las condiciones de lavado son bien conocidas y se ilustran en Sambrook, J., Fritsch, E. F. y Maniatis, T.
Molecular Cloning. A Laboratory Manual, Segunda Edicion, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor
Press (1989), particularmente el Capitulo 11 y la Tabla 11.1 del anterior. Las condiciones de temperatura y fuerza
i6nica determinan el "rigor" de la hibridacion.

Se pueden ajustar las condiciones de rigor para seleccionar fragmentos moderadamente similares, tales como
secuencias homdlogas de organismos relacionados de forma distante, con fragmentos muy similares, tales como
genes que duplican las enzimas funcionales de organismos estrechamente relacionados. Para la seleccion preliminar
de acidos nucleicos homologos, se pueden seleccionar condiciones de hibridacién de rigor bajo, que corresponden a
una Tm de 55 °C, por ejemplo, 5XSSC, SDS al 0,1 %, leche al 0,25 %, y sin formamida; o con formamida al 30 %,
5XSSC, SDS al 0,5 %. Las condiciones de hibridacién con un moderado rigor corresponden a una Tm mayor, por
ejemplo, formamida al 40 %, con 5X o0 6XSSC. Las condiciones de hibridacion con un elevado rigor corresponden a la
Tm mas elevada, por ejemplo, formamida al 50 %, 5X o 6X SSC.

La hibridacion requiere que los dos acidos nucleicos contengan secuencias complementarias, aunque dependiendo
del rigor de la hibridacion, son posibles emparejamientos incorrectos entre las bases. El término "complementario” se
usa para describir la relacion entre bases de nucleétidos que pueden hibridarse entre si. Por ejemplo, con respecto al
ADN, adenosina es complementaria a timina y citosina es complementaria a guanina. De acuerdo con ello, la presente
invencion incluye también fragmentos de acidos nucleicos aislados que son complementarios de las secuencias
completas como se divulga o utiliza en el presente documento, asi como con aquellas secuencias de acidos nucleicos
sustancialmente similares.

En una realizacion, se detectan los polinucleétidos empleando condiciones de hibridacion que comprenden una etapa
de hibridacion a una Tm de 55 °C, y utilizando condiciones como las que se han definido anteriormente. En otra
realizacion, la Tm es de 60 °C; en determinadas realizaciones, la Tm es de 63°C o 65°C.

Los lavados posteriores a la hibridacion determinan también las condiciones de rigor. Un conjunto de las condiciones
preferidas utiliza una serie de lavados que comienzan con 6XSSC, SDS al 0,5 % a temperatura ambiente durante 15
minutos (min), a continuacion se repiti6 con 2XSSC, SDS al 0,5 % a 45 °C durante 30 minutos, y a continuacion se
repite dos veces con 0,2 X SSC, SDS al 0,5 % a 50°C durante 30 minutos. Otro ejemplo de condiciones de rigor utiliza
temperaturas superiores, en donde los lavados son idénticos a los anteriores excepto por la temperatura de los dos
lavados de 30 min finales en 0,2 x SSC, se aumenta el SDS al 0,5 % a 60 °C. Otro ejemplo mas de condiciones de
elevado rigor utiliza dos lavados finales en 0,1 X SSC, SDS al 0,1 % a 65°C. La hibridacion requiere que los dos acidos
nucleicos comprendan secuencias complementarias, aunque dependiendo del rigor de la hibridacion, son posibles
emparejamientos incorrectos entre las bases.

El rigor adecuado para hibridar &cidos nucleicos depende de la longitud de los acidos nucleicos y del grado de
complementacién, variables bien conocidas en la técnica. Cuanto mayor sea el grado de similitud u homologia entre
dos secuencias de nucleétidos, mayor sera el valor de la Tm para hibridos de acidos nucleicos que tengan aquellas
secuencias. La estabilidad relativa (que corresponde a una Tm mayor) de las hibridaciones de acidos nucleicos
disminuye en el siguiente orden: ARN:ARN, ADN:ARN, ADN:ADN. Para hibridos de mas de 100 nuclettidos de
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longitud, se han derivado las ecuaciones para calcular la Tm (véase Sambrook et al., supra, 9,50-0,51). Para la
hibridacion con acidos nucleicos mas cortos, es decir, oligonucleotidos, la posicion de los emparejamientos incorrectos
se vuelve mas importante, y la longitud del oligonucleétido determina su especificidad (véase Sambrook et al., supra,
11,7-11,8).

En una realizacién, los polinucleotidos se detectan empleando condiciones de hibridacion que comprenden una etapa
de hibridacion en menos de 500 mM de sal y al menos 37 °C, y una etapa de lavado en 2 X SSPE al menos a 63°C. En
otra realizacion, las condiciones de hibridacion comprenden menos de 200 mM de sal y al menos 37 °C para la etapa
de hibridacién. En determinadas realizaciones, las condiciones de hibridacién comprenden 2 X SSPE y 63 °C para las
etapas de hibridacion y lavado.

La longitud de un acido nucleico hibridable es, por ejemplo, al menos aproximadamente 10 nucleétidos. Una longitud
minima para un acido nucleico hibridable puede ser al menos aproximadamente 15 nucledtidos; al menos
aproximadamente 20 nucleétidos; o al menos 30 nucledtidos. Ademas, el técnico experto reconocera que la
temperatura y la concentracién salina de la solucion de lavado se pueden ajustar segun sea necesario de acuerdo a
factores tales como la longitud de la sonda.

Los fragmentos de acidos nucleicos sustancialmente similares de la presente invencion son aquellos fragmentos de
acidos nucleicos cuyas secuencias de ADN son al menos idénticas en un 70 % a la secuencia de ADN de los
fragmentos de acidos nucleicos notificados en el presente documento. Los fragmentos de acidos nucleicos de la
presente invencion incluyen aquellos fragmentos de acidos nucleicos cuyas secuencias de ADN son al menos
idénticas en un 80 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, y 99 % a la secuencia de ADN de los fragmentos de acidos
nucleicos notificados en el presente documento.

El término "correspondiente a" se usa en el presente documento para referirse a secuencias similares u homélogas,
tanto si la posicion exacta es idéntica o diferente de la molécula de la cual se mide la similitud o la homologia. La
alineacion de una secuencia de acido nucleico o aminoacidos puede incluir espacios. Por lo tanto, el término
"correspondiente a" se refiere a la similitud de secuencias, y no a la numeracién de los restos de aminoacidos o bases
de nucledtidos.

Una "porcion sustancial" de una secuencia de aminoacidos o nucleétidos comprende suficiente de la secuencia de
aminoacidos de un polipéptido o la secuencia de nucleétidos de un gen para identificar presuntamente este polipéptido
o0 gen, tanto mediante evaluacion manual de la secuencia por un experto en la materia, como mediante comparacion e
identificacion de secuencias automatizada informaticamente utilizando algoritmos tales como BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool (Herramienta de Busqueda de Alineacion Local Basica; Altschul y col., J. Mol. Biol. 215:403 410
(1993)); BLAST esta publicamente disponible en la World Wide Web. En general, es necesaria a menudo una
secuencia de treinta 0 mas aminoacidos o nucleétidos contiguos para identificar presuntamente una secuencia de
polipéptidos o acidos nucleicos como homéloga a una proteina o gen conocido. Ademas, con respecto a las
secuencias de nucleétidos, las sondas de oligonuclettidos especificas de genes que comprende 20 a 30 nucleétidos
contiguos se pueden usar en métodos dependientes de secuencias de identificacion de genes (por ejemplo,
hibridacion Southern) y aislamiento (por ejemplo, hibridacion in situ de colonias bacterianas o placas de bacteriéfagos).
Ademas, se pueden usar oligonucleotidos cortos de 12 a 15 bases como cebadores de la amplificacion por PCR a fin
de obtener un fragmento de acido nucleico concreto que comprenda los cebadores. De acuerdo con ello, una "porcion
sustancial" de una secuencia de nucleétidos comprende suficiente de la secuencia para identificar y/o aislar
especificamente un fragmento de acido nucleico que comprende la secuencia.

El término "porcentaje de similitud”, como se conoce en la materia, es una relacion entre dos o mas secuencias de
polipéptidos o dos o mas secuencias de polinucleétidos, que se determina comparando las secuencias. En la técnica,
"identidad" significa también el grado de correspondencia entre secuencias de polipéptidos o polinucleotidos, segun el
caso, que se determina por la correspondencia entre cadenas de dichas secuencias. "Identidad" y "similitud" pueden
calcularse facilmente por métodos conocidos, incluyendo, pero no de forma limitativa, los descritos en: Computational
Molecular Biology (Lesk, A. M., ed.) Oxford University Press, Nueva York (1988); Biocomputing: Informatics and
Genome Projects (Smith, D. W., ed.) Academic Press, Nueva York (1993); Computer Analysis of Sequence Data, Parte
| (Griffin, A. M., y Griffin, H. G., eds.) Humana Press, Nueva Jersey (1994); Sequence Analysis in Molecular Biology
(von Heinje, G., ed.) Academic Press (1987); y Sequence Analysis Primer (Gribskov, M. y Devereux, J., eds.) Stockton
Press, Nueva York (1991). Los métodos para determinar la identidad estan disefiados para proporcionar la mejor
correspondencia entre las secuencias ensayadas. Los métodos para determinar la identidad y la similitud estan
publicamente disponibles en programas informaticos. Se pueden llevar a cabo alineaciones de secuencias y calculos
del porcentaje de identidad utilizando el programa Megalign de la suite de calculo bioinformatico (DNASTAR Inc.,
Madison, WI). Se pueden llevar a cabo multiples alineaciones de las secuencias utilizando el método de alineacién
Clustal (Higgins et al., CABIOS. 5:151 153 (1989)) con los parametros por defecto (PENALIZACION POR HUECO=10,
PENALIZACION POR LONGITUD DE HUECO=10). Se pueden seleccionar los parametros por defecto para las
alineaciones por pares utilizando el método Clustal: KTUPLE 1, PENALIZACION POR HUECO=3, VENTANA=5 y
DIAGONALES GUARDADAS=5.

El término "software de analisis de secuencias" se refiere a cualquier algoritmo informatico o programa de software que
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es util para el andlisis de secuencias de nucleétidos o aminoacidos. El "software de analisis de secuencias" puede
estar comercialmente disponible o desarrollarse de forma independiente. El software de analisis tipico incluira, pero no
de forma limitativa la suite de programas GCG (Wisconsin Package Versién 9.0, Genetics Computer Group GCG),
Madison1WI), BLASTP, BLASTN, BLASTX (Altschul et al., J. Mol. Biol. 215:403410 (1990)), y DNASTAR (DNASTAR,
Inc. 1228S. Park St. Madison, WI 53715 EE.UU.). En el contexto de la presente solicitud se entendera que cuando se
usa el software de analisis de secuencias para el analisis, los resultados del analisis se basaran en los "valores por
defecto" del programa al que se hace referencia, salvo que se especifique otra cosa. Como se usa en el presente
documento "valores por defecto" significara cualquier conjunto de valores o parametros que se cargaran originalmente
con el software cuando se inicializa en primer lugar.

Como se usa en el presente documento, los términos "expresién" o "expresion génica" se refieren al proceso de
convertir la informacién genética codificada en un gen en ARN (por ejemplo, ARNm, ARNr, ARNt, o ARNsn) mediante
la -transcripcién" del gen (es decir, mediante la accion enzimatica de una ARN polimerasa), y para los genes que
codifican proteinas, en una proteina mediante la "traduccion” del ARNm. La expresion génica puede regularse en
muchas etapas en el proceso. "Regulacién en exceso" o "activacién" se refiere a la regulacién que aumenta la
produccién de los productos de expresion génica (es decir, ARN o proteina), mientras que "regulacién por defecto" o
represion se refiere a la regulacion que disminuye la produccion. Los factores (por ejemplo, factores de transcripcion)
que estan implicados en la regulacién en exceso o la regulacion por defecto se denominan a menudo "activadores" y
"represores”, respectivamente. Para los fines de la invencion, un gen diana puede regularse por defecto de forma
"posterior a la transcripcién” (es decir, en el transcrito de ARN) a través de la interaccion especifica con una molécula
de ARN regulada por defecto.

El término "Secuencias control de la transcripcion y la traduccion” se refiere a secuencias reguladoras del ADN, tales
como promotores, potenciadores, terminadores, y similares, que proporcionan la expresién de una secuencia de
codificaciéon en una célula hospedadora.

El término "unido de manera operativa" se refiere a la asociacién de secuencias de acidos nucleicos en un Unico
fragmento de acido nucleico para que la funcién de uno se vea afectada por el otro. Por ejemplo, un promotor esta
unido de manera operativa a una secuencia de codificacién cuando puede alterar la expresion de esta secuencia de
codificacion (es decir, que la secuencia de codificacion esta bajo el control transcripcional del promotor). Las
secuencias de codificacién pueden unirse de manera operativa a secuencias reguladoras orientadas en sentido directo
o en sentido contrario.

Un "vector" se refiere a cualquier vehiculo para la clonacion y/o la transferencia de un acido nucleico a una célula
hospedadora. Un vector puede ser un replicon al cual se puede unir otro segmento de ADN con el fin de llevar a cabo
la replicacion del segmento unido. Un "replicon” se refiere a cualquier elemento genético (por ejemplo, un plasmido,
fago, césmido, cromosoma, virus) que funciona como una unidad auténoma de replicacién del ADN in vivo, es decir,
capaz de replicacién bajo su propio control. El término "vector" incluye vehiculos viricos y no viricos para introducir el
acido nucleico en una célula hospedadora in vitro, ex vivo o in vivo. El término "vector" puede incluir también ADN
minicirculares. Por ejemplo, el vector puede ser un plasmido con secuencias de ADN bacteriano. La eliminacion de
secuencias de ADN bacteriano que son ricas en regiones CpG ha mostrado disminuir el silenciamiento de la expresion
del transgén y da como resultado una expresion mas persistente de vectores de ADN plasmido (véase, por ejemplo,
Ehrhardt, A. et al. (2003) Hum Gene Ther 10: 215-25; Yet, N. S. (2002) Mol Ther 5: 731-38; Chen, Z. Y. et al. (2004)
Gene Ther 11: 856-64). El término "vector" puede incluir también transposones tales como Sleeping Beauty (Izsvak et
al. J. Mol. Biol. 302:93-102 (2000)), o cromosomas artificiales.

Se puede usar un gran numero de vectores conocidos en la técnica para manipular acidos nucleicos, incorporar
elementos de respuesta y promotores en genes, etc. o transferir un acido nucleico a una célula hospedadora. Los
vectores posibles incluyen, por ejemplo, plasmidos o virus modificados que incluyen, por ejemplo, bacteri6fagos tales
como derivados lambda, o plasmidos tales como pBR322 o derivados plasmidos de pUC, o el vector Bluescript.
Vectores grandes tales como cromosomas artificiales (de bacterias (BAC), de levaduras (YAC), o de seres humanos
(HAC)) se pueden usar para acomodar inserciones grandes. Por ejemplo, la insercion de los fragmentos de ADN que
corresponden a elementos de respuesta o promotores en un vector adecuado puede llevarse a cabo ligando los
fragmentos de ADN adecuados en un vector seleccionado que tiene términos cohesivos complementarios. Como
alternativa, los extremos de las moléculas de ADN pueden modificarse enzimaticamente o se pueden producir en
cualquier sitio ligando las secuencias de nucleétidos (enlazadores) en los términos de ADN. Dichos vectores pueden
genomanipularse para contener genes marcadores seleccionables que proporcionan la seleccion de células
transfectadas o transformadas con el vector. Un vector recombinante que comprende un polinucleétido de acuerdo con
la invencion puede incluir uno o mas origenes de replicacion en los hospedadores celulares, en donde se desea su
amplificacion o su expresion, los marcadores o marcadores seleccionables.

El término "marcador seleccionable" se refiere a un factor identificante, usualmente un antibiético o un gen de
resistencia quimica, que es capaz de seleccionarse basandose en el efecto del gen marcador, es decir, resistencia a
un antibiético, resistencia a un herbicida, marcadores colorimétricos, enzimas, marcadores fluorescentes, y similares,
en donde el efecto se usa para rastrear la herencia de un acido nucleico de interés y/o para identificar o seleccionar
una célula u organismo que ha heredado el acido nucleico de interés. Los ejemplos de genes marcadores
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seleccionables conocidos y usados en la técnica incluyen: genes que proporcionan resistencia a la ampicilina,
estreptomicina, gentamicina, kanamicina, higromicina, herbicida bialaphos, sulfonamida, y similares; y genes que se
utilizan como marcadores fenotipicos, es decir, genes reguladores de antocianinas, gen de la isopentanil transferasa, y
similares.

El término "gen indicador se refiere a un acido nucleico que codifica un factor identificante que se puede identificar
segun el efecto del gen indicador, en el que el efecto se usa para rastrear la herencia de un acido nucleico de interés,
para identificar una célula u organismo que ha heredado el acido nucleico de interés, y/o para medir la inducciéon o
transcripcion de la expresion génica. Los ejemplos de genes indicadores conocidos y usados en la técnica incluyen:
luciferasa (Luc), proteinas fluorescentes tales como proteina fluorescente verde (GFP), cloranfenicol acetiltransferasa
(CAT), beta-galactosidasa (LacZ), beta-glucuronidasa (Gus), y similares. Los genes marcadores seleccionables
pueden considerarse también genes indicadores.

El término "plasmido” se refiere a un elemento extracromosémico que transporta a menudo un gen que no forma parte
del metabolismo central de la célula, y usualmente en la forma de moléculas de ADN bicatenarias circulares. Dichos
elementos pueden ser secuencias que se replican autbnomamente, secuencias que integran genomas, secuencias de
fagos o nucleétidos, lineales, circulares, o superenrolladas, de un ADN o ARN monocatenario o bicatenario, derivado
de cualquier fuente, en el que numerosas secuencias de nucleétidos se han unido o recombinado en una unica
construccion que es capaz de introducir un fragmento de promotor y una secuencia de ADN de un producto génico
seleccionado junto con una secuencia 3' no traducida adecuada en una célula.

Un "vector de clonacion” se refiere a un "replicon" que es una unidad de longitud de un acido nucleico, por ejemplo,
ADN, que se replica secuencialmente y que comprende un origen de replicacion, tal como un plasmido, fago o
coésmido, al cual se puede unir otro segmento de acido nucleico con el fin de llevar a cabo la replicacion del segmento
unido. Los vectores de clonacion pueden ser capaces de replicacion en un tipo de célula y de expresion en otra ("vector
lanzadera").

El término "vector de expresion” se refiere a un vector, plasmido o vehiculo disefiado para permitir la expresion de una
secuencia de acido nucleico insertada tras la transformacion en una célula hospedadora. El gen clonado, es decir, la
secuencia de acido nucleico insertada, se coloca usualmente bajo el control de elementos control tales como un
promotor, un promotor minimo, un potenciador, o similares. Las regiones control del inicio o promotores, que son Utiles
para impulsar la expresion de un acido nucleico en la célula hospedadora son numerosas y familiares para los expertos
en la materia.

Se pueden introducir vectores en las células hospedadoras deseadas por métodos conocidos en la técnica, por
ejemplo, transfeccion, electroporacién, microinyeccion, transduccion, fusion celular, DEAE-dextrano, precipitacion con
fosfato de calcio, lipofeccién (fusién de lisosomas), uso de una pistola génica, o un vector transportador de ADN
(véase, por ejemplo, Wu y col., J. Biol. Chem. 267:963-967 (1992); Wu y col., J. Biol. Chem. 263:14621-14624 (1988);
y Hartmutetal., solicitud de patente canadiense n.° 2.012.311, presentada el 15 de marzo de 1990).

Los ejemplos de vectores eucariotas incluyen, pero no de forma limitativa, pWW-LNEO, pSV2CAT, pOG44, pXT 1y pSG
disponible de Stratagene; pSVK3, pBPV, pMSG y pSVL disponible de Amersham Pharmacia Biotech; y
pCMVDsRed2-express, pIRES2-DsRed2, pDsRed2-Mito, pPCMV-EGFP disponible de Clontech. Son bien conocidos
otros muchos vectores y estdn comercialmente disponibles.

Por ejemplo, se describen vectores utiles, que comprenden pivotes de insercidbn molecular para la insercién rapida y la
eliminacion de elementos de programas génicos, en la solicitud de patente publicada de Estados Unidos N.°
2004/0185556, en la solicitud de patente de Estados Unidos N.° 11/233.246 y las solicitudes internacionales
publicadas N.°s WO 2005/040336 y WO 2005/116231.

"Promotor" y "secuencia promotora" se usan de manera indistinta y se refieren a una secuencia de ADN capaz de
controlar la expresion de una secuencia codificante o ARN funcional. En general, una secuencia codificante se localiza
3' de una secuencia promotora. Los promotores pueden derivarse en su totalidad de un gen nativo, o componerse de
diferentes elementos derivados de diferentes promotores que se encuentran en la naturaleza, o comprenden incluso
segmentos de ADN sintético. Los expertos en la materia entienden que diferentes promotores pueden dirigir la
expresion de un gen en diferentes tejidos o tipos de células, o en diferentes etapas de desarrollo, o en respuesta a
diferentes condiciones ambientales o fisiologicas.

Los promotores que hacen que un gen se exprese en la mayoria de tipos celulares la mayoria de las veces se
denominan comunmente como "promotores constitutivos". Los promotores que hacen que un gen se exprese en un
tipo celular especifico se denominan cominmente "promotores condicionales”. Los ejemplos no limitantes de
promotores condicionales son "promotores especificos de células" o "promotores especificos de tejidos". Los
promotores que hacen que un gen se exprese en una etapa especifica de desarrollo o diferenciacion celular se
denominan comuUnmente "promotores especificos de desarrollo” o "promotores especificos de la diferenciacion
celular." Los promotores que se inducen y hacen que un gen se exprese tras la exposicion o tratamiento de la célula
con un agente, molécula bioldgica, quimicas, ligando, luz, o similar que induce el promotor se denominan comunmente
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"promotores inducibles" o "promotores regulables". Un ejemplo no limitante de promotor inducible es un promotor
inducible TetO. Se reconoce ademas que, como en la mayoria de los casos no se han definido completamente los
limites exactos de las secuencias reguladoras, fragmentos de ADN de diferentes longitudes pueden tener actividad
promotora idéntica.

La secuencia promotora se une de forma tipica en su extremo 3' por el sitio de inicio de la transcripcion y se extiende
hacia adelante (direccion 5') para incluir el numero minimo de bases o elementos necesarios para iniciar la
transcripcion a los niveles detectables por encima del fondo. En la secuencia promotora se encontrara un sitio de inicio
de la transcripcion (convenientemente definido, por ejemplo, cartografiando con la nucleasa Sl), asi como dominios de
unién a la proteina (secuencias consenso) responsables de la unién de la ARN polimerasa.

Una secuencia codificante esta "bajo el control" de secuencias control de la transcripcién y la traduccion en una célula
cuando la ARN polimerasa transcribe la secuencia codificante como ARNm, que posteriormente se somete a corte y
empalme como trans-ARN (si la secuencia codificante contiene intrones) y se traduce a la proteina codificada por la
secuencia codificante.

Las regiones de control de la transcripcion, es decir, secuencias terminadoras o de poliadenilacion, también se pueden
derivar de diversos genes nativos de los hospedadores preferidos. Opcionalmente, puede ser innecesario un sitio de
terminacion, sin embargo, puede estar incluido. En una realizacion de la invencion, la region control de la terminacion
puede estar comprendida o se puede derivar de una secuencia sintética, una sefial de poliadenilacion sintética, una
sefial de poliadenilacion de un SV40 tardio, una sefial de poliadenilacion de un SV40, una sefial de poliadenilacion de
la hormona del crecimiento bovino (BHG), secuencias terminadoras viricas, o similares.

El término "transfeccion” se refiere a la captacion de ARN o ADN exdgeno o heterologo por una célula. Una célula se
ha "-transfectado" por ARN o ADN ex6geno o heterélogo cuando dicho ARN o ADN se ha introducido en el interior de
la célula. EI ARN o ADN transfectado puede integrarse (unirse covalentemente) en el ADN cromosémico preparando el
genoma de la célula hospedadora.

"Transformacion" se refiere a la transferencia de un fragmento de acido nucleico en el genoma de un organismo
hospedador, dando como resultado una herencia genéticamente estable.

Los términos "modular" y "modula” significan inducir, reducir o inhibir la expresion del acido nucleico o génica, dando
como resultado la correspondiente induccién, reduccién o inhibicion de la produccién de proteina o polipéptido.

"Transcrito de ARN" se refiere al producto resultante de la transcripcion catalizada por la ARN polimerasa de una
secuencia de ADN. Cuando el transcrito de ARN es una copia complementaria perfecta de la secuencia de ADN, se
denomina transcrito primario o puede ser una secuencia de ARN derivada del procesamiento posterior a la
transcripcion del transcrito primario y se denomina ARN maduro. "ARN mensajero” (ARNm) se refiere al ARN que esta
sin intrones y que se puede traducir en proteinas por la célula. "ADNCc" se refiere a un ADN bicatenario que es
complementario y derivado del ARNm. ARN de "sentido directo” se refiere a un transcrito de ARN que incluye el ARNm
y de esta manera se puede traducir en proteinas por la célula.

La invencién proporciona un vector de expresion que comprende una construccion de un gen sintético que comprende,
cuando se dispone desde 5' a 3', un promotor, un polinucleétido quimérico, y una secuencia de interés que se va a
expresar, en el que:

a. el polinucleétido quimérico comprende el segundo intrén de un gen de la calcio ATPasa del reticulo
sarcoplasmico/endoplasmatico, y al menos una porcion de la regiéon 5' no traducida (5'UTR) de un gen de la
caseina;y

b. el polinucleétido quimérico esta situado entre el promotor y la secuencia de interés que se va a expresar, en el
que el segundo intron del gen de la calcio ATPasa del reticulo sarcoplasmico/endoplasmatico es situado hacia el
promotor y el fragmento de polinucleétido de la region 5' no traducida (5'UTR) del gen de la caseina esta situado
hacia la secuencia de interés que se va a expresar.

Una realizacion de la divulgacion es una 5'UTR sintética que es un polinucleétido quimérico que comprende un primer
fragmento de polinucleétido y un segundo fragmento de polinucleétido, en el que:

a. el primer fragmento de polinucle6tido comprende el segundo intrén de un gen de la ATPasa de calcio del
reticulo sarcoplasmico/endoplasmatico;

b. el segundo fragmento de polinucle6tido comprende al menos una porcién de la region 5' no traducida (5'UTR)
de un gen de la caseina; y

c. el primer fragmento de polinucle6tido se localiza en 5' del segundo fragmento de polinucleétido.

El fragmento de polinucleétido que comprende el segundo intrén de un gen de la calcio ATPasa del reticulo
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sarcoplasmico/endoplasmatico puede derivarse de cualquier gen de la calcio ATPasa del reticulo
sarcoplasmico/endoplasmatico. En una realizacion de la invencion, el fragmento de polinucleétido que comprende el
segundo intrébn de un gen de la calcio ATPasa del reticulo sarcoplasmico/endoplasmatico se deriva de un gen
SERCAZ2. En ofras realizaciones, se deriva de un gen SERCA1 o SERCAS3. El gen de la calcio ATPasa del reticulo
sarcoplasmico/endoplasmatico que es la fuente del fragmento de polinucleétido que comprende el segundo intron,
puede derivar de cualquier especie eucariota. En una realizacion, el gen de la calcio ATPasa del reticulo
sarcoplasmico/endoplasmatico es de una especie de mamifero. En otra realizacion, el gen de la calcio ATPasa del
reticulo sarcoplasmico/endoplasmatico es de una especie de ave. En otra realizacion, el gen de la calcio ATPasa del
reticulo sarcoplasmico/endoplasmatico es de una especie de piscifactoria. En realizaciones especificas, el fragmento
de polinucleétido que comprende el segundo intrén se deriva del gen de la calcio ATPasa del reticulo
sarcoplasmico/endoplasmatico de un ser humano, un perro, o un raton. En otras realizaciones especificas, el
fragmento de polinucleétido que comprende el segundo intrén se deriva de un gen de la calcio ATPasa del reticulo
sarcoplasmico/endoplasmético de una rata, un chimpancé, una gallina, un caballo, una vaca, un alce, un cerdo, un
gato, un macaco rhesus, o un pez cebra.

En otra realizacion de la invencion, el fragmento de polinucleétido que comprende el segundo intron de un gen de la
calcio ATPasa del reticulo sarcoplasmico/endoplasmatico comprende una porcién del exén 2 flanqueante en el
extremo 5' y una porcion del exdn 3 flanqueante en el extremo 3'. En otra realizacion, el fragmento de polinucleotido
que comprende el segundo introbn de un gen de la calcio ATPasa del reticulo sarcoplasmico/endoplasmatico la
totalidad del exén 2 flanqueante en el extremo 5' y una porcién del exén 3 flanqueante en el extremo 3'. El fragmento de
polinucleétido que comprende el segundo intron de un gen de la calcio ATPasa del reticulo
sarcoplasmico/endoplasmatico puede tener al menos 50 nucleétidos de longitud. En otras realizaciones, el fragmento
de polinucleétido que comprende el segundo intron de un gen de la calcio ATPasa del reticulo
sarcoplasmico/endoplasmatico puede ser al menos de aproximadamente 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150,
160, 170, 180, 190, 200, 210, 220, 230, 240, o 250 nucledtidos de longitud.

En otra realizacion de la invencion, el fragmento de polinucleétido que comprende el segundo intron de un gen de la
calcio ATPasa del reticulo sarcoplasmico/endoplasmatico estd mutado en un presunto sitio poli A de consenso. En otra
realizacion, el fragmento de polinucleétido que comprende el segundo intrén de un gen de la calcio ATPasa del reticulo
sarcoplasmico/endoplasmatico que comprende una porcién flanqueante 5' del exén 2 y una porcion flanqueante 3' del
exon 3, esta mutado en el presunto sitio poli A de consenso, y se deriva de un gen SERCA2 de canino; en una
realizacién especifica se representa por la SEQ ID NO: 2.

En ofras realizaciones, el fragmento de polinucleétido que comprende el segundo intron de un gen de la calcio ATPasa
del reticulo sarcoplasmico/endoplasmatico es una secuencia SERCA2 natural o mutada parcialmente. El fragmento de
polinucleétido puede derivarse de cualquier gen SERCA2 de longitud completa de cualquier especie. Por ejemplo, en
una realizacion, el fragmento de polinucleétido que comprende el segundo intréon de un gen de la calcio ATPasa del
reticulo sarcoplasmico/endoplasmatico es una secuencia genémica SERCA2 de canino parcialmente natural que
comprende una porcién del exén 2 flanqueante en el extremo 5'y una porcion del exén 3 flanqueante en el extremo 3';
en una realizacion especifica se representa por la SEQ ID NO: 4. La SEQ ID NO: 4 se representa esquematicamente
en la Figura 1Ay en la Figura 1C. En otra realizacion, el fragmento de polinucleétido que comprende el segundo intrén
de un gen de la calcio ATPasa del reticulo sarcoplasmico/endoplasmatico es una secuencia genémica SERCA2
humana parcialmente natural que comprende un exon 2 flanqueante en el extremo 5'y un exén 3 flanqueante en el
extremo 3'; en una realizacién especifica, se representa por la SEQ ID NO: 5. En otra realizacién, el fragmento de
polinucleétido que comprende el segundo intron de un gen de la calcio ATPasa del reticulo
sarcoplasmico/endoplasmatico es una secuencia genémica SERCA2 de murino parcialmente natural que comprende
el exon 2 flanqueante en el extremo 5' y el ex6n 3 flanqueante en el extremo 3'; en una realizacién especifica se
representa por la SEQ ID NO:6. Las SEQ ID NO: 5y SEQ ID NO: 6 se representan esquematicamente en la Figura 1B
y Figura 1C. En otras realizaciones, el fragmento de polinucleétido que comprende el segundo intron de un gen de la
calcio ATPasa del reticulo sarcoplasmico/endoplasmatico es una secuencia SERCA2 natural o mutada parcialmente
de Rattus norvegicus, una secuencia SERCA2 de Equus caballus, una secuencia SERCA2 de Bos taurus, una
secuencia SERCA2 de Pan troglodytes, una secuencia SERCA2 de Felis catus, una secuencia SERCA2 de Ortolagus
cuniculus, una secuencia SERCA2 de Sus scrofa, una secuencia SERCA2 de Macaca mulatta, una secuencia
SERCAZ2 de Cervus elaphus, una secuencia SERCA2 de Gallus, una secuencia SERCA2 de Danio rerio.

El fragmento de polinucleétido que comprende al menos una porcion de una regién 5' no traducida de un gen de la
caseina puede ser de cualquier especie de mamifero. En una realizacion, el fragmento de polinucleétido que
comprende al menos una porcién de la region 5' no traducida es de un gen de la beta caseina de bovino; en una
realizaciéon especifica se representa por la SEQ ID NO: 3. En otra realizacion, el fragmento de polinucleétido que
comprende al menos una porcion de una region 5' no traducida es de un gen de la beta caseina de ratén; en una
realizacion especifica se representa por la SEQ ID NO: 8. En otra realizacion, el fragmento de polinucleétido que
comprende al menos una porciéon de una region 5' no traducida es de un gen de la beta caseina de rata; en una
realizacion especifica se representa por la SEQ ID NO:9. En otra realizaciéon, el fragmento de polinucleétido que
comprende al menos una porcién de la regién 5' no traducida es de un gen de la beta caseina de oveja; en una
realizacién especifica se representa por la SEQ ID NO: 10. En otras realizaciones, el fragmento de polinucle6tido que
comprende al menos una region 5' no traducida es de un gen de la beta caseina de Bubalus bubalis, un gen de la beta
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caseina de Capra hircus, un gen de la beta caseina de Equus caballus, un gen de la beta caseina de Sus scrofa, un
gen de la beta caseina de Camelus dromedaries, un gen de la beta caseina de Oryctolagus cuniculus, o un gen de la
beta caseina de Canis lupus.

El fragmento de polinucleétido que comprende al menos una porcién de una regiéon 5' no traducida del gen de la
caseina puede tener al menos aproximadamente 25 nucleétidos de longitud. En otras realizaciones, el fragmento de
polinucleétido del gen de la caseina que comprende al menos una porcion de la 5'UTR puede tener al menos
aproximadamente 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 85, 90, 100 o mas nucleétidos de longitud. En otra realizacion,
el fragmento de polinucledtido que comprende al menos una porcion de 5'UTR de un gen de la caseina puede
representar al menos aproximadamente un 50 % de la secuencia 5'UTR natural. En otras realizaciones, el fragmento
de polinucleétido que comprende al menos una porcion de 5'UTR de un gen de la caseina puede representar al menos
aproximadamente un 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o mas de la secuencia 5'UTR natural.
En otra realizacién, el fragmento de polinucleétido que comprende al menos una porciéon de 5'UTR de un gen de la
caseina puede representar la secuencia 5'UTR completa natural.

En otras realizaciones, las variantes funcionales de los componentes individuales (el fragmento de polinucleétido que
comprende el segundo intrén de un gen de la calcio ATPasa del reticulo sarcoplasmico/endoplasmatico y el fragmento
de polinucleétido que comprende al menos una porciéon de 5'UTR de un gen de la caseina), se usan para crear una
5'UTR sintética. Las variantes funcionales abarcan variantes de sustitucion, insercién y delecion y sus combinaciones.
Las variantes de sustitucion son aquellas, en donde se ha eliminado al menos una base en la secuencia de nucleétidos
y se ha insertado una base diferente en su lugar. Las variantes de insercién de un acido nucleico son aquellas, en
donde se introducen uno o mas nucleétidos en un sitio predeterminado de la secuencia. Las variantes de delecion de
un acido nucleico se caracterizan por la eliminacién de uno o mas nucleoétidos del acido nucleico. Se puede producir
cualquier combinacién de sustitucion(ones), delecién(ones) o inserciéon(ones) con la condicion de que la funcionalidad
del componente siga siendo esencialmente la misma, es decir, que la variante funcional, cuando se usa en una 5'UTR
sintética de la presente invencion, dé lugar a una expresion aumentada de una secuencia de interés, un gen sintético,
o transgén.

Adicionalmente, las secuencias homologas a las realizaciones especificas del fragmento de polinucleédtido que
comprende el segundo intrén de un gen de la calcio ATPasa del reticulo sarcoplasmico/endoplasmatico divulgadas en
el presente documento (SEQ ID NO:2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, y SEQ ID NO:6) y las secuencias homoélogas a
las realizaciones especificas del fragmento de polinucleétido que comprende al menos una porcién de la 5UTR de
caseina (SEQ ID NO:3, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, y la SEQ ID NO: 10) se pueden usar para construir una 5'UTR
sintética. Como se ha mencionado anteriormente, las fuentes adecuadas de un fragmento para crear una 5'UTR
sintética incluyen un gen de la calcio ATPasa del reticulo sarcoplasmico/endoplasmatico de cualquier especie
eucariota y un gen de la caseina de cualquier especie de mamifero. En una realizacién, el fragmento de polinucleétido
que comprende el segundo intron de un gen de la calcio ATPasa del reticulo sarcoplasmico/endoplasmatico se deriva
de un ortélogo de SERCA2 de canino, SERCA2 de ratén, o SERCA2 de ser humano. En otra realizacion, el fragmento
de polinucleétido que comprende al menos una porcion de la 5'UTR de la caseina se deriva de un ortélogo de la beta
caseina de bovino, beta caseina de ratdn, beta caseina de rata, o beta caseina de oveja.

Las personas expertas en la materia conoceran métodos para investigar e identificar los homologos de la calcio
ATPasa de reticulo sarcoplasmico/endoplasmatico o de los homélogos de 5'UTR de la caseina. Dichos métodos
comprenden la comparacion de las secuencias representadas por las SEQ ID NO: 2-6 y 8-10, en un formato
informaticamente legible, con secuencias que estan disponibles es bases de datos publicas en la World Wide Web
tales como M IPS, GenBank, o base de datos de secuencias de nucleétidos del EMBL, utilizando algoritmos bien
conocidos en la técnica para la alineacion o comparaciéon de secuencias, tales como GAP (Needleman y Wunsch, J.
Mol. Biol. 48; 443453 (1970)), BESTFIT (Miller, W., Myers, E. W. y Lipman, D. J., J. Mol. Biol. 215:403-410 (1990)),
FASTA y TFASTA (W. R. Pearson y D. J. Lipman Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444-2448 (1988)). El software para
llevar a cabo los analisis BLAST esta publicamente disponible del National Centre for Biotechnology Information. Se
pueden identificar los homologos adecuados utilizando los parametros por defecto de BLAST (matriz BLOSUNG2,
penalizacion por apertura de hueco de 11 y penalizacion por extension de hueco de 1).

Adicionalmente, los homologos de SERCA 2 de canino, ser humano, o ratén pueden identificarse también
investigando sobre secuencias conservadas en el gen SERCA2. Por ejemplo, la secuencia completa del exén 3 de
SERCAZ2 de canino tal como la SEQ ID NO: 11 se puede usar como secuencia de consulta en la investigacion
mediante BLAST. Se anticipa que utilizando la secuencia del exon como secuencia de consulta en la investigacion
mediante BLAST se recuperaran mayores cantidades de homdélogos de SERCA2 que utilizando una secuencia que
comprende la secuencia del intron. De manera similar, se pueden identificar homélogos de beta caseina de bovino,
raton, rata, u oveja utilizando una porcion codificante tal como la secuencia de consulta.

Es también posible el andlisis de secuencias gendmicas para identificar homologos de la calcio ATPasa de reticulo
sarcoplasmico/endoplasmatico u homoélogos de 5'UTR de la caseina. Estan disponibles algunos algoritmos y
herramientas de software para identificar genes en la secuencia de ADN bruto. Usualmente estas herramientas
combinan el analisis de parametros estadisticos en la secuencia de ADN con métodos basados en la homologia para
identificar secuencias homologas en bases de datos. Aunque ninguno de estos métodos en solitario es
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suficientemente fiable para una buena prediccion, la combinacion de diversos programas proporciona usualmente
buenos resultados. Ejemplos bien conocidos de dichas herramientas que estan publicamente disponibles en la World
Wide Web incluyen GeneMark (Borodovsky, M. y Mclninch J. GeneMark: Parallel Gene Recognition for both DNA
Strands. Computers & Chemistry, 17, 123-133 (1993)), Gene Locator and Interpolated Markov Modeler (GLIMMER) (A.
L. Delcher et al. Improved microbial gene identification with GLIMMER. NucleicAcids Research, 27, 4636-4641.
(1999)), Gene Recognition and Assembly Internet Link (GRAIL), GenScan (Burge, C. y Karlin, S. Prediction of
complete gene structures in human genomic DNA. J. Mol. Biol. 268, 78-94 (1997)), y GeneBuilder (Milanesi L. et al.
GeneBuilder: interactive in silico prediction of genes structure. Bioinformatics, 15 (7):612-621 (1999)). Se puede llevar
a cabo un analisis combinado con el programa TIGR Combiner (J. E. Allen et al. Computational gene prediction using
multiple sources of evidence. Genome Research, 14(1), 142-148 (2004)) que predice modelos de genes utilizando el
resultado de otro software de anotacion tal como GeneMark, GlimmerM, GRAIL, GenScan, y Fgenes. Este usa un
algoritmo estadistico para identificar modelos de evidencia que corresponden a modelos de genes.

Se puede identificar el segundo intron de un gen de la calcio ATPasa de reticulo sarcoplasmico/endoplasmatico
mediante métodos rutinarios tales como comparar la secuencia de ADN gendmico del gen con la de su secuencia de
ARNm o ADNc en un programa de alineacion por pares. Las regiones de homologia representan exones, mientras que
las secuencias intervinientes que estan ausentes en la secuencia de ADNc pero presentes en el ADN gendmico
representan intrones. Puede identificarse el comienzo y el final de la secuencia del intréon mediante su 5' GT
flanqueante y su 3' AG flanqueante. Utilizando esta solucién, la secuencia de ARNm SERCAZ2 de canino representada
por el nimero de acceso publico NM_001003214 es util para identificar intrones en una secuencia genémica SERCA2
de canino, mientras que se pueden usar las secuencias de ARNm SERCA2 de ser humano y raton (NM_170665 y
NM_009722, respectivamente) para identificar intrones en sus respectivas secuencias genémicas.

Se pueden identificar también homologos de la calcio ATPasa de reticulo sarcoplasmico/endoplasmatico u homoélogos
de 5'UTR de la caseina sondeando una biblioteca de fragmentos genomicos o de ADNc de otras especies. Por
ejemplo, el ADN gendmico de una especie de interés puede estar fragmentado en fragmentos adecuadamente
dimensionados para su insercion en un vector seleccionado tal como un plasmido o vector lambda. El vector se digiere
a continuacién con una enzima de restriccion adecuada y a continuacion se liga con la mezcla completa de fragmentos
genoémicos. Las células bacterianas se transforman con el vector y a continuacién se siembran en placas sobre placas
de agarosa. A continuacion se unen las colonias o la placa de ADN del fago a una membrana. En una realizacion, los
fragmentos representados por las SEQ ID NO: 2-6 y 8-10 o sus porciones se utilizaron como sondas marcadas para la
hibridacion con el ADN de un clon de la biblioteca que contiene una secuencia homoéloga. Se pueden usar
procedimientos similares para cribar una biblioteca de ADNc. Adicionalmente, se pueden identificar homodlogos
utilizando los fragmentos representados por las SEQ ID NO: 2-6 y 8-10 o sus porciones en un experimento de
hibridacion genémica o un experimento de hibridacion Southern del ADNc. En otras realizaciones, las secuencias mas
conservadas tales como las que comprenden una regién codificante de un gen de una calcio ATPasa del reticulo
sarcoplasmico/endoplasmatico (tal como la SEQ ID NO: 11) o un gen de la caseina o una de sus porciones se usan
como sondas en un experimento de hibridacién Southern o para el cribado de una biblioteca.

Se pueden seleccionar condiciones de hibridacion adecuadas para permitir la hibridacion de un fragmento con una
sonda de otra especie (hibridos sonda-diana emparejados de forma parcialmente incorrecta) reduciendo el rigor del
experimento de hibridacidén mediante una combinacién adecuada de temperatura, concentracion de sal, o0 % de
formamida. Por ejemplo, puede disminuirse el rigor del experimento de hibridacion reduciendo la temperatura o
aumentando la concentracion de sal. Son bien conocidos en la técnica los procedimientos para identificar condiciones
de hibridaciéon adecuadas y se describen en Sambrook (2001) Molecular Cloning: a laboratory manual, 32 Ediciéon Cold
Spring Harbor Laboratory Press, CSH, Nueva York.

Otra realizacion de la divulgacién es un polinucleétido al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 %
idéntico a un polinucleétido representado por cualquiera de las SEQ ID NO 1 -10.

Otra realizacion de la divulgacion es una 5'UTR sintética que comprende un polinucleétido representado por una de las
SEQ ID NO: 2 y 4-6 y un polinucleétido representado por una de las SEQ ID NO: 3y 8-10.

Otra realizacién de la divulgacion es una 5'UTR sintética que comprende un polinucleétido que es al menos un 80 %,
85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % idéntico a un polinucleétido representado por una de las SEQ ID NO:2 y
4-6 y un polinucleédtido que es al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % idéntico a un
polinucleétido representado por una de las SEQ ID NO:3, y 8-10.

Otra realizacion de la invencion es una construccion de gen sintético que comprende un polinucleétido que es al
menos un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % idéntico a un polinucleétido representado por la SEQ ID
NO: 1.

Otra realizacion de la invencion es una construccion de gen sintético que comprende un polinucleétido que es al

menos un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % idéntico a un polinucleétido representado por la SEQ ID
NO: 7.
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En otra realizacion, la secuencia 5'UTR sintética carece de sitios de restriccion que interferirian con la insercion en el
Sistema de Produccion UltraVector (Intrexon Corp., Blacksburg, VA) como se describe en el documento WO
2007/038276. En una realizacion especifica, la secuencia 5'UTR sintética carece de secuencias de reconocimiento
internas para las siguientes endonucleasas de restriccion: AsiS I, Pac |, Sbf |, Fse |, Asc |, Mlu |, SnaB I, Not I, Sal I,
Swa |, Rsrll, Bsiw I, Mfe I, Nhe I, Nsi |, Cla I, Nde |, Nsi I, Kpn I, Nco | y Pst I.

La secuencia 5'UTR sintética incluye opcionalmente sitios de restriccion en el extremo 5'y 3' para facilitar la clonacion
en un vector. En una realizacion especifica, la secuencia 5'UTR sintética incluye secuencias de reconocimiento para
Mlu | en el extremo 5' y secuencias de reconocimiento para Mfe | en el extremo 3'.

En una realizacion especifica, la 5'UTR sintética se representa por la SEQ ID NO: 1. La SEQ ID NO: 1 comprende las
siguientes caracteristicas: un sitio de restriccion Miul, SEQ ID NO: 2, un sitio de restriccion Kpnl, SEQ ID NO: 3, un sitio
de restriccion Mfel. La SEQ ID NO: 1 se representa también esquematicamente por la Figura 2k.

En otra realizacion especifica, la 5'UTR sintética se representa por la SEQ ID NO: 7. La SEQ ID NO: 7 comprende las
siguientes caracteristicas: un sitio de restriccion Ascl, un sitio de restriccion Mlul, SEQ ID NO: 4, un sitio de restriccion
Kpnl, SEQ ID NO: 3, un sitio de restriccion Mfel. La SEQ ID NO: 7 se representa esquematicamente por la Figura 2B.

En una realizacion, la secuencia 5'UTR sintética tiene menos de aproximadamente 500 nucleétidos de longitud. En
otra realizacién, la secuencia 5'UTR sintética tiene menos de aproximadamente 400 nucleétidos de longitud. En otra
realizacién, la secuencia 5'UTR sintética tiene menos de aproximadamente 350 nucleétidos de longitud. En otra
realizacién, la secuencia 5'UTR sintética tiene menos de aproximadamente 300 nucleétidos de longitud. En otra
realizacién, la secuencia 5'UTR sintética tiene menos de aproximadamente 240 nucleétidos de longitud. En otra
realizacion, la secuencia 5'UTR sintética tiene menos de aproximadamente 200 nucleotidos de longitud.

En ofra realizacién de la divulgacion, el polinucleétido 5'UTR sintético es un componente de un vector de expresion
eucariota, que comprende un vector de expresion que comprende una construccién de un gen sintético que
comprende, cuando se dispone desde 5' a 3', un promotor, un polinucleétido quimérico, y una secuencia de interés que
se va a expresar, en el que:

a. el polinucledtido quimérico comprende el segundo intrén de un gen de la calcio ATPasa del reticulo
sarcoplasmico/endoplasmatico, y al menos una porcion de la region 5' no traducida (5'UTR) de un gen de la
caseina; y

b. el polinucleétido quimérico es situado entre el promotor y la secuencia de interés que se va a expresar, en el
que el segundo intrén del gen de la calcio ATPasa del reticulo sarcoplasmico/endoplasmatico es situado hacia el
promotor y el fragmento de polinucleétido de la regién 5' no traducida (5'UTR) del gen de la caseina es situado
hacia la secuencia de interés que se va a expresar.

La presente invencidén proporciona también vectores que comprenden una 5' UTR sintética descrita en el presente
documento. Se contempla que los vectores incluyan cualquiera de las realizaciones de la secuencia del polinucleotido
5'UTR sintético descrita en el presente documento. Por ejemplo, una realizacién de la invencion es un vector que
comprende una secuencia del polinucleétido 5'UTR sintética que comprende un fragmento de polinucleétido que
comprende el segundo intron del gen de la calcio ATPasa del reticulo sarcoplasmico/endoplasmatico y un fragmento
de polinucleétido que comprende al menos una porciéon de una 5'UTR de un gen de la caseina.

Otra realizacién de la invencion es un vector que comprende un polinucleétido que es al menos un 80 %, 85 %, 90 %,
95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % idéntico a un polinucleétido representado por una de las SEQ ID NO:1-10.

En otra realizacién, el vector es un vector de expresion que comprende una construccion de un gen sintético que
comprende una 5'UTR sintética. La construccion del gen sintético puede comprender un promotor flanqueando un
extremo de la 5'UTR sintética y una secuencia de interés que se va a expresar flanqueando el otro extremo de la 5'UTR
sintética. La construccion del gen sintético puede comprender ademas un sitio de poliadenilacién.

Por ejemplo, otra realizacion de la invencién proporciona un vector de expresion que comprende una construccion de
un gen sintético que comprende, cuando se dispone desde 5' a 3', un promotor, un polinucleétido quimérico, y una
secuencia de interés que se va a expresar, en el que:

a. el polinucleodtido quimérico comprende el segundo intrén de un gen de la calcio ATPasa del reticulo
sarcoplasmico/endoplasmatico y al menos una porcion de la region 5' no traducida de un gen de la caseina;

b. el polinucleétido quimérico es situado entre el promotor y la secuencia de interés que se va a expresar, en el
que el segundo intrén del gen de la calcio ATPasa del reticulo sarcoplasmico/endoplasmatico es situado hacia el
promotor y el fragmento de polinucleétido de la regiéon 5' no traducida del gen de la caseina es situado hacia la
secuencia de interés que se va a expresar.
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La Figura 3A representa esquematicamente una realizacion de una construccion del gen sintético de la invencion
insertado en una estructura de vector. En esta realizacion, SPL en la Figura 3A se refiere al fragmento de
polinucleétido que comprende al menos un sitio de corte y empalme y la UTR se refiere al fragmento del polinucleétido
que comprende al menos una porcién de una regién 5' no traducida. SPL y UTR juntos constituyen una 5'UTR
sintética. El promotor de la construccion del gen sintético es situado para dirigir la expresién del ARN de la 5'UTR
sintética y la secuencia de interés. Adicionalmente, la secuencia de interés que se va a expresar comprende un codén
de inicio para que comience la traduccion.

Los vectores de expresion ilustrativos que comprenden esta arquitectura de vector se representan esquematicamente
en la Figura 10 y en la Figura 11. La secuencia del vector de la Figura 10 se proporciona en la SEQ ID NO: 12; la
secuencia del vector de la Figura 11 se proporciona en la SEQ ID NO: 13.

La divulgacion describe también un vector de expresion que comprende, cuando se dispone desde 5' a 3', un promotor,
un polinucleétido quimérico, y un sitio de clonacién, en el que:

a. el polinucleétido quimérico comprende un fragmento de polinucleétido de un primer gen eucariota que
comprende al menos un sitio de corte y empalme y un fragmento de polinucleétido de un segundo gen eucariota
que comprende al menos una porcién de la region 5' no traducida;

b. el polinucleédtido quimérico es situado entre el promotor y el sitio de clonacién, en el que el fragmento de
polinucleétido del primer gen eucariota es situado hacia el promotor y el fragmento de polinucleétido del segundo
gen eucariota es situado hacia el sitio de clonacion.

El sitio de clonacion del vector de expresion puede comprender uno o mas sitios de restriccién Unicos con el fin de que
se pueda insertar la secuencia de interés. En otra realizacion, el sitio de clonacion comprende sitios de unién a la
recombinasa con el fin de que se pueda insertar la secuencia de interés mediante recombinacion especifica de sitio.

Una realizacion del vector de expresion se representa esquematicamente en la Figura 3B. En la Figura 3B, SPL se
refiere al fragmento de polinucleétido que comprende el sitio de corte y empalme y la UTR se refiere al fragmento del
polinucleétido que comprende al menos una porcion de una region 5' no traducida. SPL y UTR juntos constituyen una
5'UTR sintética.

El fragmento de polinucledtido que comprende el sitio de corte y empalme en el vector de expresion puede ser un
fragmento de cualquier gen eucariota. Los fragmentos de polinucleétidos ilustrativos que se pueden usar en el vector
de expresion incluyen los que comprenden un sitio de corte y empalme de un gen de la calcio ATPasa del reticulo
sarcoplasmico/endoplasmatico eucariota descrito en el presente documento. Adicionalmente, el fragmento de
polinucleétido que comprende al menos una porcién de una regiéon 5' no traducida de un puede ser de cualquier gen
eucariota. Los fragmentos de polinucleoétidos ilustrativos que se pueden usar en el vector de expresion incluyen los que
comprenden al menos una porcién de la 5'UTR de un gen de la caseina descrito en el presente documento.

Los vectores de expresion de la invencion pueden comprender ademas una o mas secuencias de polinucleétidos
adicionales en la direccion 3' de la secuencia de interés o el sitio de clonacién para crear una fusion en marco con el
polipéptido codificado por la secuencia de interés. Por ejemplo, los polinucleétidos adicionales en la direccion 3' de la
secuencia de interés pueden codificar un epitopo tag, un indicador, o una etiqueta de purificacién. Se conocen en la
técnica los epitopos tag e incluyen myc, hemaglutinina (HA), y FLAG. Los ejemplos de indicadores incluyen la proteina
fluorescente verde y sus variantes, beta-galactosidasa (LacZ), beta-glucuronidasa (Gus) cloranfenicol
acetiltransferasa (CAT) y luciferasa. Los ejemplos de etiquetas de purificacion incluyen Hiss y GST. El vector de expresion
puede comprender también un sitio poliA en la direccién 3' de la secuencia de interés o el sitio de clonacién.

Dependiendo del resultado deseado, la porcién del promotor del vector de expresion que contiene una 5'UTR sintética
puede ser un promotor constitutivo, un promotor no constitutivo, un promotor especifico de tejido (constitutivo o no
constitutivo), una patogénesis o enfermedad relacionada con el promotor, un promotor especifico del desarrollo, o un
promotor controlado selectivamente tal como un promotor inducible. Diferentes promotores controlados
selectivamente estan controlados por mecanismos diferentes. Por ejemplo, un promotor inducible por tetraciclina se
activa para expresar una secuencia de codificacion en la direccion 3' cuando la célula que contiene el promotor y otros
factores celulares necesarios se trata con tetraciclina. Otros promotores inducibles se activan por otros farmacos o
factores. RHEOSWITCH es un sistema promotor inducible disponible de New England Biolabs (Ipswich, MA). Pueden
utilizarse también promotores sensibles a la temperatura para aumentar o disminuir la expresion génica. Una
realizacién de la invencion comprende una construccion génica que contiene una 5'UTR sintética cuya expresion esta
controlada por un promotor inducible.

La invencion incluye realizaciones, en donde la estructura del vector que comprende la 5'UTR sintética comprende
secuencias adecuadas para la expresion de una secuencia de interés en una célula eucariota. En una realizacién, la
estructura del vector que comprende la 5'UTR sintética comprende secuencias adecuadas para la expresion de una
secuencia de interés en una célula de mamifero. Los vectores de expresion de mamiferos pueden comprender
elementos no transcritos tales como un origen de replicacion, un promotor y un potenciador adecuados unidos a la
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secuencia de interés que se va a expresar, y otras secuencias 5' o 3' flanqueantes no transcritas, y secuencias 5' o 3'
no traducidas, tales como los sitios de union a ribosoma necesarios, un sitio de poliadenilacion, y secuencias de
terminacion de la transcripcion. Son bien conocidos en la técnica los ejemplos de vectores de expresion de mamiferos
e incluyen pcDNA3 (Invitrogen) y pRSVneo (ATTC).

Por ejemplo, la porcién promotora de un vector de expresién que contiene la 5'UTR sintética puede ser un promotor
animal o de mamifero. Los promotores animales o de mamiferos incluyen la regiébn promotora temprana de SV40
(SV40e), el promotor contenido en la repeticion terminal larga 3' (LTR) del virus del sarcoma de Rous (VSR), los
promotores de los genes EIA o del promotor tardio mayor (MLP) de adenovirus (Ad), el promotor temprano del
citomegalovirus (CMV), el promotor de la timidina quinasa (TK) del virus del herpes simple (VHS), un promotor del
factor 1 alfa de elongacioén (EF1), un promotor de la fosfoglicerato quinasa (PGK), un promotor de la ubiquitina (Ubc),
un promotor de la albumina, las secuencias reguladoras del promotor de la metalotioneina-L de ratén y regiones
control de la transcripcion, los promotores ubicuos (HPRT, vimentina, beta-actina, tubulina y similares), los promotores
de los filamentos intermedio (desmina, neurofilamentos, queratina, GFAP, y similares), los promotores de genes
terapéutico (del MDR, CFTR o el facto de tipo VII, y similares), promotores de la patogénesis o enfermedades
relacionadas, y promotores que presentan especificidad tisular y que se han utilizado en animales transgénicos, tales
como la region control del gen de la elastasa | que es activa en las células acinares pancreaticas; la region control del
gen de la insulina activa en células beta pancreaticas, la regién control del gen de la inmunoglobulina activa en células
linfoides, la region control del virus del tumor de mama de raton activa en células de tésticulo, mama, linfoides y
mastocitos; el gen de la albumina, las regiones control de Apol y ApoAll activas en higado, la regién control del gen de
la alfa-fetoproteina activa en higado, la regiéon control del gen de la alfa 1-antitripsina activa en el higado, la regién
control del gen de la beta-globina activa en células mieloides, la region control de la proteina basica mielina activa en
células de oligodendrocitos en el cerebro, la regién control del gen de la cadena ligera 2 de miosina activa en el
musculo esquelético, y la region control del gen de la hormona de liberacion gonadotrépica activa en el hipotalamo, el
promotor de la piruvato quinasa, el promotor de la vilina, el promotor de la proteina intestinal de unién a acido graso, el
promotor de la beta-actina de células del musculo liso, y similares. Los promotores del vector de expresion pueden
modificarse mediante la adicion de un potenciador o secuencias reguladoras y similares.

La secuencia de la porciéon de interés de un vector de expresion que contiene una 5'UTR sintética puede ser una
secuencia de cualquier gen eucariota o una de sus porciones, o la secuencia de codificacion o no de codificacién
natural o no natural. Los ejemplos no limitantes de secuencias de codificacién que se pueden usar en la presente
invencion incluyen secuencias que codifican indicadores (por ejemplo, luciferasa, beta-galactosidasa, proteinas
fluorescentes), epitopos, polipéptidos experimentales, o polipéptidos terapéuticos. Los ejemplos adicionales de
secuencias de acidos nucleicos de interés incluyen moléculas de ARN, tales como ARN pequerios, micro ARN, ARN
ribosémicos, ARN terapéuticos, y ribozimas.

En otro aspecto de la divulgacion se usan 5'UTR sintéticas multiples no redundantes, en el contexto de construcciones
génicas multigénicas dentro de un unico vector.

En otra realizacion, el vector es un vector de tratamiento génico que comprende una construccién de un gen sintético
que comprende una 5'UTR sintética. El vector de tratamiento génico puede ser cualquier vector de tratamiento génico
conocido en la técnica, incluyendo vectores no viricos o vectores viricos tales como un vector de adenovirus, un vector
virico adenoasociado (VAA), o un vector retrovirico. La construccién del gen sintético puede comprender un promotor
flanqueando el extremo 5' de la 5'UTR sintética y un gen terapéutico de interés flanqueando el extremo 3' de la 5'UTR
sintética como se muestra en la Figura 3A. El promotor puede ser un promotor constitutivo, un promotor especifico de
tejido, y un promotor inducible, u otro promotor descrito en el presente documento. Los ejemplos de clases de genes
terapéuticos de interés que se pueden incluir en el vector de tratamiento génico incluyen sin limitacién, genes que
codifican citoquinas, quimioquinas, hormonas, anticuerpos, moléculas similares a inmunoglobulina disefiadas
mediante genotecnologia, anticuerpos monocatenarios, proteinas de fusion, enzimas, moléculas coestimuladoras
inmunes, moléculas inmunomoduladoras, mutantes negativos transdominantes de proteinas diana, toxinas, toxinas
condicionales, sensibilizantes de quimioterapia o radioterapia, antigenos, proteinas supresoras de tumores, factores
de crecimiento, proteinas de membrana, proteinas y péptidos vasoactivos, proteinas antiviricas o sus variantes.

Los ejemplos especificos de genes terapéuticos de interés son sin nimero, e incluyen, sin limitacion, eritropoyetina,
insulina, VEGF, FGF, Factor VI, Factor IX, endostatina, angiostatina, GDNF, BDNF, NGF, EGF, CFTR, PEGF,
IFN-alfa, IFN-gamma, IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-7, IL-10, IL-12, IL-21, GM-CSF, G-CSF, M-CSF, TNF-a, TNF-B, TGF-q,
TGF-B, CDA40, hirudina, y similares.

La presente invencién también proporciona kits que comprenden los vectores de expresion de la invencion. Por
ejemplo, en una realizacion, la presente invencion proporciona un kit que comprende al menos un polinucleétido que
es al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % idéntico a un polinucleétido que esta representado
por una de las SEQ ID NO:1-10. Los kits pueden comprender los anteriores vectores o componentes que permiten su
ensamblaje. Por ejemplo, el kit puede incluir un vector que puede linealizarse a través de la digestién con una enzima
de restriccién en un sitio que permite al usuario insertar una 5'UTR sintética o componentes individuales de una 5'UTR
sintética. El kit puede comprender ademas componentes adicionales para el ensamblaje del vector, tales como la
enzima de restriccion, la ligasa, el tampon, y similares.
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La presente invencién proporciona ademas métodos para expresar un producto o una secuencia génica de interés en
una célula hospedadora.

Por ejemplo, otra realizacion de la invencion es un método para expresar un producto génico que comprende
transfectar una célula hospedadora con una construccién génica sintética que comprende la 5'UTR sintética descrita
en el presente documento.

Otra realizacion de la invencion es un método para expresar un producto génico que comprende transfectar una célula
hospedadora con una construccion génica sintética que comprende un polinucleétido al menos un 80 %, 85 %, 90 %,
95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % idéntico a un polinucleétido representado por la SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO:7.

Otra realizacion de la invencion es un método para expresar una secuencia de interés en una célula hospedadora, que
comprende las etapas de:

a. transfectar una célula hospedadora con un vector de expresion que comprende una construcciéon génica
sintética descrita en el presente documento; y

b. cultivar dicha célula hospedadora en condiciones adecuadas para obtener la expresion de dicha secuencia de
interés.

En otro método para expresar una secuencia de interés en una célula hospedadora, se puede insertar una secuencia
de interés en un vector de expresiéon descrito en el presente documento que comprende un promotor, una 5'UTR
sintética, y un sitio de clonacion. Por ejemplo, otra realizacién de la divulgacién es un método para expresar una
secuencia de interés en una célula hospedadora, que comprende las etapas de:

a. insertar una secuencia de interés que se va a expresar en un vector de expresion descrito en el presente
documento que comprende un promotor, una 5'UTR sintética, y un sitio de clonacion en el sitio de clonacion, en el
que la secuencia de interés que se va a expresar incluye un ARN o una secuencia codificante de un polipéptido;

b. transfectar una célula hospedadora con el vector de expresion; y

c. cultivar dicha célula hospedadora en condiciones adecuadas para obtener la expresion de dicha secuencia de
interés.

En otro método para expresar una secuencia de interés en una célula hospedadora, se puede insertar una 5'UTR
sintética en el vector de expresiéon entre el promotor y la secuencia de interés, de tal manera que la porciéon que
comprende el elemento de corte y empalme de un gen eucariota en la 5'UTR sintética es situado hacia el promotory la
porciéon que comprende al menos una porcion de una 5'UTR de otro gen eucariota es situado hacia la secuencia de
interés.

Por ejemplo, otra realizacion de la divulgacion es un método para expresar una secuencia de interés en una célula
hospedadora, que comprende las etapas de:

a. insertar una 5'UTR sintética descrita en el presente documento en un vector de expresion entre un promotor y
una secuencia de interés que se va a expresar, en el que la secuencia de interés que se va a expresar incluye un
ARN o una secuencia codificante de un polipéptido;

b. transfectar una célula hospedadora con dicho vector de expresion; y

c. cultivar dicha célula hospedadora en condiciones adecuadas para obtener la expresion de dicha secuencia de
interés.

Otra realizacion de la descripciéon es un método para expresar una secuencia de interés en una célula hospedadora,
que comprende las etapas de:

a. insertar un polinucleétido al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 o 99 % idéntico a un
polinucleétido representado por la SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:7 en un vector de expresion entre un promotor y una
secuencia de interés que se va a expresar, en el que la secuencia de interés que se va a expresar incluye un ARN
0 una secuencia codificante de un polipéptido;

b. transfectar una célula hospedadora con dicho vector de expresion; y

c. cultivar dicha célula hospedadora en condiciones adecuadas para obtener la expresion de dicha secuencia de
interés.

Los métodos de la invencién se llevan a cabo utilizando técnicas rutinarias. Salvo que se indique de otra forma, las
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técnicas de ADN recombinante se llevan a cabo de acuerdo a los protocolos normalizados descritos en (Sambrook,
supra) o en los Volumenes 1y 2 de Ausubel et al. (1994), Current Protocols in Molecular Biology, Current Protocols.

La presente invencion proporciona también células hospedadoras que comprenden un vector de expresioén de la
invencion.

En una realizacién, la célula hospedadora es una célula hospedadora de mamifero. En realizaciones especificas, la
célula hospedadora es una célula de hamster, una célula de raton, una célula de rata, una célula de conejo, una célula
de gato, una célula de perro, una célula de bovino, una célula de cabra, una célula de vaca, una célula de cerdo, una
célula de caballo, una célula de oveja, una célula de simio, una célula de mono, una célula de chimpancé, o una célula
de ser humano. Los ejemplos especificos de células hospedadoras de la invencién que comprenden una 5'UTR
sintética incluyen, pero no de forma limitativa A549, ARPE-19, CH3/10T1/2, C2C12, aco2, COS7, FL-83B, HEK-293,
HEPG2, HelLa, HT-1080, MDCK, P19, SH-SY5Y, Sol 8, y U87.

Las células hospedadoras de la invencién se transfectan con un polinucleétido que comprende una 5'UTR sintética. La
transfeccion de células hospedadoras es bien conocida en la técnica y se puede conseguir mediante varios métodos
que incluyen, pero no de forma limitativa electroporacion, infeccion virica, transfeccion de plasmidos/vectores,
transfeccion mediada por vector no virico, bombardeo de particulas, y similares. La expresion de los productos génicos
deseados implica cultivar las células hospedadoras transfectadas en condiciones adecuadas y medir la expresion del
gen transfectado. Las condiciones de cultivo y los protocolos de expresion génica en células eucariotas son bien
conocidos en la técnica.

La presente invencion proporciona también organismos hospedadores que comprende un vector como se reivindica
en el presente documento. Las 5'UTR sintéticas se pueden insertar directamente en el genoma de un organismo
hospedador in vivo. Por ejemplo, en una realizacion, una 5'UTR sintética se introduce en un organismo hospedador
para sustituir una 5'UTR natural introduciendo directamente en el organismo hospedador un vector que contiene una
5'UTR sintética de la invencion flanqueada por secuencias homologas a secuencias que flanquean la 5'UTR natural
que se va a sustituir. En otra realizacién, una construccién génica sintética que comprende una 5'UTR sintética se
inserta en el genoma de un organismo hospedador introduciendo un vector de integracion que comprende la
construccion génica en el organismo hospedador. Se puede controlar la especificidad tisular de la insercién, por
ejemplo, por la ruta de administracion del vector. En otra realizacion, una construccion génica sintética que comprende
una 5'UTR sintética se introduce en un organismo hospedador introduciendo un vector no de integracion que
comprende la construccion génica en el organismo hospedador.

Se puede introducir una 5'UTR o una construccion génica sintética que comprenda una 5'UTR sintética en un
organismo hospedador mediante soluciones ex vivo. Por ejemplo, se pueden transformar células autélogas o no
autdlogas con un vector que comprenda una 5'UTR sintética y a continuacion introducirse en el organismo
hospedador.

En otra realizacion, se introduce una 5'UTR sintética en el genoma de una célula u organismo hospedador utilizando
un sistema de recombinasa especifico de sitio tal como el sistema Cre/loxP. En esta realizacién, se consigue la
integracion estable de un fragmento de ADN tal como un fragmento que comprende una 5'UTR sintética o una
construccion génica sintética que comprende una 5'UTR sintética en el genoma introduciendo sitios lox modificados en
el genoma y el vector donante que evita la reescision del ADN integrado (véase Metzgerand Feil, CurrentOpinion in
Biotechnology, 10:470-476 (1999)). Adicionalmente, se pueden introducir sitios loxP heteroespecificos (floxed',
secuencia de ADN que se encuentra entre dos sitios loxP) en el genoma que flanquea una regién que se va a sustituir
(Metzger y Feil, supra), tal como una 5'UTR endogena y una 5'UTR sintética o un plasmido donante. Los animales
transgénicos con sitios cromosémicos lox P introducidos en el genoma pueden cruzarse con ratones transgénicos que
expresan la recombinasa Cre impulsada por un promotor especifico de tejido o célula, que son conocidos en la
materia. La administracion de un plasmido donante que comprende una 5'UTR sintética a la progenie de este
cruzamiento dara como resultado la integracion en tipos de tejidos o células especificos.

En otras realizaciones, otros sistemas de recombinaciéon especificos de sitio tales como los divulgados en la
publicacion de patente de EE.UU. N.° 20060172377, se utilizan para introducir una 5'UTR sintética en el genoma de un
organismo hospedador.

Otra realizacion de la invencion es un organismo no humano que comprende un polinucleétido que es al menos un
80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % idéntico a un polinucledtido representado por las SEQ ID NO:1-10.

Otra realizacion de la invencion es un organismo no humano que comprende una construccion génica sintética que
comprende un polinucleétido al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % idéntico a un
polinucleétido representado por las SEQ ID NO:1-10.

Adicionalmente, se puede crear un organismo transgénico tal como un ratén que comprende una 5'UTR sintética o una

construccion génica que comprende una 5'UTR sintética. Por ejemplo, se pueden generar ratones transgénicos
inyectando un vector adecuado que comprende la 5'UTR sintética en los pronucleo de oocitos de raton fertilizados.
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Como alternativa, se puede introducir el vector en los embriocitoblastos de raton, que se microinyectan a continuacion
en los blastocistos de ratén. Los cigotos o blastocistos transformados se trasplantan a continuacion a ratones hembra
pseudoembarazadas. Las crias resultantes se seleccionan segun la presencia de los polinucle6tidos mediante la PCR
lo el analisis de la transferencia Southern. A continuacion, los animales transgénicos heterocigéticos se cruzan entre si
para generar homocigotos. En una realizacion, la 5'UTR sintética sustituye una 5'UTR enddgena de un gen de interés
en el animal transgénico mediante la recombinacién homdloga.

Por lo tanto, otra realizacion de la divulgacion es un animal transgénico que comprende una secuencia del
polinucleétido 5'UTR sintética que comprende un fragmento de un gen de la calcio ATPasa del reticulo
sarcoplasmico/endoplasmatico eucariota que comprende el segundo intrén fusionado a un fragmento que comprende
al menos una porcién de la region 5'UTR de un gen de la caseina.

Otra realizacion de la invencion es un organismo transgénico que comprende un polinucleétido que es al menos un
80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % idéntico a un polinucleétido representado por las SEQ ID NO: 1-10.

Otra realizacion de la divulgacion es un organismo transgénico que comprende una construccion génica sintética que
comprende un polinucleétido que es al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % idéntico a un
polinucleétido representado por las SEQ ID NO:1-10.

Los siguientes ejemplos son ilustrativos, de las realizaciones de la presente invencion. Otras modificaciones y
adaptaciones adecuadas que son obvias a los expertos en la materia estdn comprendidas en el alcance de la
invencion.

Ejemplos
Ejemplo 1

Se construyeron tres versiones diferentes de una 5'UTR sintética, y se insertaron en un vector en el que un promotor
del citomegalovirus (CMV) humano dirige la expresion de un indicador de la beta-galactosidasa (secuencia codificante
de LacZ). En la versién uno, se insert6 poliG (12) entre el promotor y el indicador de la beta-galactosidasa como una
5'UTR sintética (Figura 9). En la versiéon dos, denominada 5U2, Se insert6 la SEQ ID NO: 1 entre el promotor y el
indicador de la beta-galactosidasa como una 5'UTR sintética (Figura 10). En la version 3, denominada INXN-1, Se
inserto la SEQ ID NO: 7 entre el promotor y el indicador de la beta-galactosidasa como una 5'UTR sintética (Figura 11).
Cada transgén tiene una secuencia de poliadenilacion de SV40 en la region reguladora 3'. En la Figura 3A se muestra
esquematicamente una version genérica de cada vector conteniendo una 5'UTR sintética 5U2 o INXN-1. Las células
HEK-293 y 1080 se transfectaron transitoriamente con cada vector de expresién.

Se midio la beta-galactosidasa de las células utilizando el Sistema Galacto-Star™ de Applied Biosystems (niUmeros de
catalogo BM100S, BM300S, BM2500S, BY100S, BY300S, BY2500S) de acuerdo con el siguiente protocolo. Se lisaron
las células en 50 pl de solucion de lisis (Sistema Galacto-Star™) durante 10 minutos a temperatura ambiente. 100 ul de
sustrato Galacto-Star® se sometieron a alicuotas en pocillo de una microplaca opaca blanca de 96 pocillo. 10 ul de
solucion de lisis celular se afiadieron a 100 pl de sustrato Galacto- Star® y se incubaron durante 30 minutos. Se midié
la sefial luminosa utilizando un luminémetro de microplacas.

En la Figura 4 se muestran los resultados de las células HEK-293. La expresién del indicador de beta-galactosidasa
aumenté de forma importante en células HEK-293 transfectadas con vectores que contienen la 5'UTR sintética INXN-1
o 5U2 en comparaciéon con vectores que contienen poliG como la 5'UTR sintética. En la Figura 5 se muestra la
expresion aumentada del indicador en células 1080 transfectadas con vectores que contienen INXN-1 o 5U2 en
comparacioén con vectores que contienen poliG como la 5'UTR. El nivel de expresion de transgenes en vectores que
contienen una poliG 5'UTR fue similar al control donde no estaba presente la 5'UTR (VVN- 2712, Figura 7, datos en la
Figura 12). El control negativo para medir el antecedente del ensayo era un vector sin beta-galactosidasa (VVN-2713,
Figura 8, datos en la Figura 12). La Figura 6 muestra que el gen indicador de la beta-galactosidasa sintética contiene la
5'UTR sintética INXN-1 se expres6 aproximadamente 7,5 veces mas en células HEK-293 y aproximadamente 2,5
veces mas en células 1080 en comparacion con un gen indicador sintético que contiene poliG como la 5'UTR, mientras
que un gen indicador sintético que contenia la 5'UTR sintética 5U2 se expres6 aproximadamente 8 veces mas en
células HEK-293 y aproximadamente 2,5 veces mas en células 1080 en comparacién con un gen indicador sintético
que contenia poliG como la 5'UTR.

Ejemplo 2

Una investigacion en la base de datos publica de nucleétidos no redundantes del GenBank, utilizando el algoritmo
blastn con parametros por defecto, utilizando la SEQ ID NO: 4 como secuencia de consulta dio como resultado los
siguientes homoélogos SERCA2 representativos relacionados en la Tabla 1. La SEQ ID NO: 4 representa un
componente de la 5'UTR sintética representada por la SEQ ID NO: 7.

Tabla 1
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Numero de Descripcion Cobertura deVanr E Idgnfndad

acceso consulta Maxima
Gen twich 2 (ATP2A2) que ralentiza el transporte de ATPasa

EU365364 |CA++ del musculo cardiaco de Homo sapiens, exones 2, 3 y cds99 % 2e-16 77 %
parcial.
Gen atp2A2 para la calcio ATPasa 2 del reticulol., , : o

AM 137440 sarcoplasmico/endoplasmatico de Equus caballus, exones 1-20. 51% Se-14 100 %
Gen Ca-2+m ATPasa (SERAC2) de reticulo]

M33834 sarcoplasmico/endoplasmatico de Oryctolagus cuniculus, exones(53 % 5e-05 (80 %
1-3 y cds parcial

Un fragmento de genoma de Equus caballus identificado a partir de los resultados de la investigacion de BLAST
indicada en la Tabla 1 (numero de acceso publico AM 137440) se compar6 con la secuencia NM_001081765 del
ARNmM de SERCA2 de Equus caballus utilizando la funcién de alineamiento por pares en el programa DNA Strider
1.4f17 publicamente disponible (véase Marck, C, Nucleic Acids Research 16(5):1829-1837 (1988) y Douglas, S,
Molecular Biotechnology 3(1):37-45 (1995) para las descripciones del DNA Strider). Las secuencias se alinearon
utilizando el método Blocks utilizando parametros por defecto para la penalizacién por emparejamiento incorrecto y la
penalizacién por hueco. En la Figura 13 se muestra una porcion de la alineacion de la secuencia genémica de Equus
caballus y ARNm, con flechas marcando el comienzo y el final del segundo intron del gen SERCA2 de Equus caballus.
La region de homologia que es 5' para el intrén representa el exén 2, y la region de homologia que es 3' para el intrén
representa el exon 3.

A continuacién se sintetizé un oligonucleétido que representaba un fragmento del gen SERCA2 de Equus caballus
comprendiendo el segundo intrén, que se fusion6 con la SEQ ID NO: 3 utilizando técnicas de ADN recombinante para
crear una 5'UTR sintética. A continuaciéon se insertdé la 5'UTR sintética en un vector entre un promotor de
citomegalovirus humano (CMV) y un gen indicador de la luciferasa. A continuacion se usaron el vector y un vector
control con una poliG 5'UTR para transfectar células 3T3. Se midié la actividad de la luciferasa utilizando un
luminémetro y se compararon unidades de luz relativas entre ambos conjuntos de células. La expresién del indicador
en células transfectadas con el vector que contenia la 5'UTR sintética se elevd en comparacién con las células
transfectadas con el vector que contenia la poliG 5'UTR.

Ejemplo 3

Una investigacion en la base de datos publica de nuclettidos no redundantes del GenBank, utilizando el algoritmo
blastn con parametros por defecto, utilizando la SEQ ID NO: 3 como secuencia de consulta dio como resultado los
siguientes homologos representativos relacionados en la Tabla 2. La SEQ ID NO: 3 representa el componente de la
5'UTR de la caseina de bovino de la 5’UTR sintética representada por la SEQ ID NO: 1y la SEQ ID NO: 7.

Tabla 2
Numero de acceso |Descripcion Cobertura deValor E Idgnftidad
consulta Maxima

DQ317447 ﬁoRn':l;;TI]et(:)e la beta caseina de Bubalus bubalis, cds77 % 56-10 97 %
NM_001009373 Beta caseina de Ovis aries (CSN2), ARNm. 77 % 6e-09 95 %
AY311384 S;énnﬁe la beta caseina de Capra hircus, promotor Yis6 % 56-04 96 %
NM_001081852 |Beta caseina de Equus caballus (CSN2), ARNm. 58 % 0,002 93 %
AY452035 Gen de la bfata caseina dg Sus' scrofa, Regic')n56 % 0,006 93 %

promotora, exén 1, y secuencia parcial.
AJ409279 Gen pargial de” la ' beta caseina de Camelus56 % 0,006 93 %

dromedarius, region 5' flanqueante.

Pre-beta-caseina de (AA-15 to 213)n o o
NM_001082759 | 5c100009539) de Oryctolagus cuniculus, ARNm. [P0 7° 0006  188%
NM_001003086 ?gtsmcaseina (CSN2) de Canis lupus familiaris,67 % 0.88 83 %

El segundo intrén de cada gen SERCAZ2 representativo relacionado en la Tabla 1 se identifica usando un programa de
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alineacion por pares comparando la secuencia genémica con su respectiva secuencia de ARNm. Se sintetizé un
primer conjunto de oligonucleétidos que comprendia el segundo intrén de SERCA2 para cada homologo de SERCA2.
A continuacién se sintetizd un segundo conjunto de oligonucleétidos que representaba al menos una porcién de 5'UTR
de cada identificador homologo de la beta caseina en la Tabla 2. La porciéon de 5'UTR comprende la porcién de la
cobertura de consulta identificada en los resultados de BLAST de la Tabla 2. A continuacién se construy6 un conjunto
de 5'UTR sintética utilizando técnicas de ADN recombinante fusionando un Unico miembro del primer conjunto de
oligonucleétidos que comprende el segundo intrén de SERCAZ2, o un oligonucleétido representado por SEQ ID NO:2 'y
4-6 con un unico miembro del segundo conjunto de oligonucle6tidos que comprende al menos una porcién de 5'UTR o
un oligonucleétido representado por las SEQ ID NO:3 y 8-10, en donde el oligonucleétido que comprende el segundo
intron de SERCA2 se fusioné en 5' del oligonucleétido que comprendia la porcion de 5'UTR. A continuacion se
afiadieron sitios de restriccion a cada extremo de la 5'UTR sintética mediante la PCR. Cada 5'UTR sintética Unica se
insertd6 a continuacion en un vector entre un promotor de CMV humano y un promotor lacZ. A continuacion se
transfectaron células 1080 en placas de 96 pocillos con cada vector asi como un vector control con una poliG 5'UTR.
Se midi6 a continuacion la actividad de la beta galactosidasa utilizando el ensayo descrito en el Ejemplo 1 y a
continuacién se compararon los niveles de expresion relativos a la poliG 5'UTR.

Habiendo descrito completamente ahora la invencion, las personas normalmente expertas en la técnica entenderan
que la misma se puede llevar a cabo en un intervalo de condiciones y otros parametros amplio y equivalente sin influir
sobre el alcance de la invencién o cualquiera de sus realizaciones.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Intrexon Corporation Reed, Thomas D.

<120> 5'UTR SINTETICAS, VECTORES DE EXPRESION, Y METODOS PARA AUMENTAR LA EXPRESION
TRANSGENICA

<130> RS010

<150> 60/975.408
<151> 26-09-2007

<160> 14

<170> PatentIn versién 3.4
<210>1

<211> 191

<212> ADN

<213> Attificial

<220>
<223> Sintética

<400> 1

acgegtegaa gaaggtgaglht aatcettaaca tgetcecttttt tttttttttt getaatceeet €0
tttgtgtget gatgttagga tgacatttac aacaaatgtt tgttectgac aggaaaaace 120
ttgctgggta cecttegttge cggacacttc ttgtccoctceta ctttggaaaa aaggaattga 180
gagcccaatt g 151

<210>2

<211>120

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 2
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cgaagaaggt gagtaatcott aacatgctot tttttttttt ttttgetaat coccttttgtg

tgctgatgtt aggatgacat ttacaacaaa tgtttgttcc tgacaggaaa aacocttgetg

<210> 3
<211> 53
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Sintética

<400> 3

ttcgttgceg gacacttictt gtcctctact ttggaaaaaa ggaattgaga gec 53

<210> 4
<211>120
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 4

cgaagaaggt gagtaatctt aacatgttct tttttttttt tttttttaat cccttttgtg

tgctgatgtt aggatgacat ttacaacaaa tgtttgttcc tgacaggaaa aaccttgectg

<210>5
<211>192
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Sintética

<400> 5

agttaccgge
gtgctgatgg
ctggaacttg

tgtatatctt

<210> 6
<211> 218
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Sintética

<400> 6

aattgcegge
aggctgattg
ttcoccttttet

tagttagaat

tgaagaaggt aatettaaca tgotgtttet ghttttttte ctetgttggt
taagatgaca gttaaaacac atgtgtttgt ttettacagg aaaaaccttg
tgattgagca gtttgaagac ttgctagtta ggattttatt actggcageca

tt

tgaagaaggt aaataatatt aacatgttat tttggagaga tgatgtgtge
atgtggacaa ttgaaacaaa tggtttgttt tttttttttt tttttttcet
aacaggaaaa accttgctgg aacttgtgat tgagcagttt gaagacttac

tttactgcty gecagcatgta tatcttte

24

60

120

60

120

60

120

180

1392

60

120

189

218



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2614402713

<210>7
<211> 199
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Sintética

<400>7
ggcgecgecac gogtcgaaga aggtgagtaa tcttaacatg ctettttttt tttttttttt
taatcccttt tgtgbgectga tgttaggatyg acatttacaa caaatgtttg ttcctgacag

gaaaaacctt gotgggtace ttegttgoeg gacactteott gtecetetact ttggaaaaaa

ggaattgaga gcccaattg

<210> 8
<211>43
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Sintética

<400> 8
gcttcaccte ctctcttgtc ctccactaaa ggacttgaca gec 43

<210>9
<211> 52
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Sintética

<400>9

atcctctgag cttcatctte tctettgtce tccgctaaag gacttgacagcc 52
<210> 10

<211>60

<212> ADN

<213> Attificial

<220>
<223> Sintética

<400> 10
atccattcag cttctccttc acttcttcte ctctactttg gaaaaaagga atcgagagcc 60

<210> 11
<211> 83
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Sintética

<400> 11

gaaaaaccett gotggaactt gtgategage agtttgaaga cttactagtt cgaatattat

tgetggeage gtgtatatet ttt

25

60
120

180

199

60

83



10

<210> 12
<211> 8011
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Sintética

<400> 12

taaacaaata ggggttccecge gecacatttcc cecgaaaagtg ccacctgacg tcacctggtc

ES 2614402713

26

60



ttaagggeta
gaacttgggg
ctcggtgggg
gacccaacac
ggtattgtct
ggcgatgoge
ttecgoegeca
cgccacacce
attoggeoaag
cttgagectyg
ctgatcgaca
gtggtcgaat
gatggatact
gcccaatage
aacgccegte
accggacagy
ggcggecatca
ccaagcggcc
tctagaggaa
gtecagecoatyg
ttaggggegg

ctggggageo

tacttctgece
cggataacaa
gtecctaaggt
ccgcgageta
agagcaccygg
attacggggt
aatggeoccygc
gttocecatag

taaactgece

tggcagggcc
ggtggggtag
tatcgacaga
cgtgegtttt
cettecgtgt
tgegaatcgg
agectecttecag
agceggecac
caggcatege
gogaacagtt
agacecggett
gggcaggtag
ttcteggeag
agecagteceo
gtggcocagea
teggtettga
gagcagccga
ggagaacctyg
tagectcagag
gggeggagaa
gactatggtt
tggggacttt
tgctggggag
tttcacacag
agcgaatcga
toceccgggg
tgggcccgaa
cattagttca
ctggctgace
taacgeocaat

acttggcagt

ES 2614402713

tgecgecacg
ggaaaaggaa
gtgecagoce
attctgtctt
ttcactcgag
gagcocggeogat
caatatcacg
agtcgatgaa
catgggtcac
cggctggcge
ccatceogagt
ccggatcaag
gageaaggty
ttecegette
acgatagecg
caaaaagaac
ttgtetgttg
cgtgcaatce
gccgaggcegg
tgggeggaac
gctgactaat
ccacacctgyg
cctggggact
gaaacagcta
tgcgatcoget
gaacagcatg
gatctggate
tagcceatat
gcccaacgac
agggacttte

acatcaagtg

acgtitggetyg
gaaacgcggy
tgggaccegaa
tttattgccyg
tcagaagaac
accgtaaagc
ggtagceaac
tccagaaaay
gacgagatoc
gagcccctga
acgtgetoge
cgtatgeage
agatgacagg
agtgacaacg
agoctgeeteg
cgggoegococ
tgocccagtea
atcttgtica
cttcggecte
tgggeggagt
tgagatgecat
ttgetgacta
ttccacacce
tgaccatgat
taattaacct
cgtgtcatge
ccgaactgca
atggagttcc
ccccgeccat
cattgacgtc

tatcatatgc

27

cgagccctgg
cgtattggec
cocegegttt
tcatagcgeyg
tcgtcaagaa
acgaggaage
gctatgtect
cggocatttt
togeocgtogy
tgctetteogt
togatgogat
cgeegeattg
agatcctgeo
tegageacag
tectgecagtt
tgogetgaca
tagccgaata
atggccgatc
tgcataaata
taggggeggyg
getttgeata
attgagatge
taacaagctt
tagctgaget
gcagggatat
catggectgg
ttagttatta
gegttacata
tgacgtcaat
aatgggtygga

caagtacgcc

gecttcacee
ccaatggggt
atgaacaaac
ggttccttec
ggcgatagaa
ggtcagccoca
gatagcggte
ccaccatgat
geatgogoge
ccagatcatc
gtttegettyg
catcagccat
ceggeactte
ctgogeaaqgy
cattcaggge
gocggaacac
gcoctceteecac
ccatggtgge
aaaaaaatta
atgggeggag
cttetgeetg
atgotttgea
gceccgggceag
aactataacg
cccatggggg
gactagttct
atagtaatca
acttacggta
aatgacgtat
gtatttacgyg

ccctattgac

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

860

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1320



gtcaatgacg
cctacttgge
cagtacatca
attgacgtca
aacaacteceg
agcagagctg
cgcgccacgc
atcocckttttyg
aaaaccttge
aattgagagce
actgggagaa
gctggaggaa
acggcgagtg
agtgcgacct
acgacgecee
ccaccgagaa
aggagggcca
acggcaggtg
ccttoctgag
gctacectgga
tgcacaagce
tcagcaggge
gggtgacegt
goggegagat
tggagaaccc
tgcacacege
tgaggatcga
acaggcacga
acatcctget
accccectgtg
tcgagacecca

ccatgagega

gtaaatggce
agtacatcta
atgggegtgg
atgggagttt
coccattgac
gtttagtgaa
gtcgaagaag
tgtgetgatg
tgggtacctt
ccaattggece
coceggegtyg
cagcgaggag
gaggttcgee
gcccocgaggec
catctacace
ccccacceggo
gaccaggate
ggtgggctac
ggctggcgag
ggaccaggat
caccacccag
cgtgectggag
gageetgtgg
catogacgag
caagctgtgg
cgacggcace
gaacggcctg
gecaccacecee
gatgaagcag
gtacaccctg
cggcatggtyg

gagggtgacc

ES 2614402713

cgocctggeat
cgtattagtce
atagoggttt
gttttggeac
gcaaatggge
cogteagate
gtgagtaatc
ttaggatgac
cgttgoogga
accatgagat
acccagetga
gccaggaceqg
tggttceceeg
gacaccgtgg
aacgtgacct
tgctacagee
atcttcgacg
ggccaggaca
aacaggctgg
atgtggagga
atcagcgact
gcegaggtge
cagggcgaga
aggggegget
agcgccgaga
ctgatcgagg
ctgcktgectga
ctgcacggec
aacaactteca
tgcgacaggt
cccatgaaca

aggatggtge

tatgcececagt
atcgctatta
gactcacggg
caaaatcaac
ggtaggegty
cgctagectt
ttaacatgct
atttacaaca
cacttecttgt
ctggegacee
acaggetgge
acaggcccag
ccccogaggco
tggtgeceecag
accccateac
tgacctteaa
gcgtgaacag
gcaggetgeo
ccgtgatggt
tgagcggecat
tecatgtgge
agatgtgegg
cecaggtgge
acgoogacaqg
tccccaaccet
ccgaagectg
acggcaagcc
aggtgatgga
acgccgtgag
acggcctgta
ggctgacecga

agagggacag

28

acatgacectt
ccatggtgat
gatttecaag
gggactttecc
tacggtggga
ggggtaccce
cttttttttt
aatgtttgtt
cctetacttt
cgtggtgetyg
cgoocacooe
ccagcagctg
cgtgcccgag
caactggcag
cgtgaaccce
cgtggacgag
cgceccttecac
cagegagtte
gctgaggtgg
cttcagggac
caccaggtte
cgagctgagg
cagoggoace
ggtgacoctyg
gtacagggcc
cgacgtggge
cctgectgatce
cgagcagaca
gtgcageccac
cgtggtggac
cgaccccagg

gaaccacccc

atgggacttt
gcggttttgg
tetccacoee
aaaatgtegt
ggtctatata
ggccggeegy
ttttttgecta
coctgacagga
ggaaaaaagg
cagaggagygy
cecttegeca
aggagcctga
agetggetgyg
atgcacgget
cecttegtge
agctggetge
ctgtggtgca
gacctgageg
agcgacggca
gtgagecctge
aacgacgact
gactacctga
geccectteg
aggctgaacyg
gtggtggagc
ttecagggagg
aggggcgtga
atggtgcagg
tacccocecaacce
gaggccaaca
tggectgeceg

agcgtgatca

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840



tctggagcct
tcaagagcgt
ccaccgacat
tgcccaagtyg
tgtgecgagta
ccttcaggea
tgatcaagta
ccoccaacga
coegecetgac
ccatcgaggt
tggtggeoeocet
agggcaagca
ggctgacegt
gegactggea
acgccatccece
ggtggcagtt
agctgctgac
tgagcgaggc
actaccaggc
tgatcacecac
cctacaggat
acacccctca
tgaactgget
tegacaggtyg
acggectgag
tccagttcaa
tgctgeacge
gcgacgacaqg
actaccaget
cgtagacgat

cgategecoet

gggcaacgag
ggaccccage
catctgeece
gagcatcaag
cgooccacget
gtaccccagy
cgacgagaac
caggeagtte
cgaggecaag
gaccagcgag
ggacggcaag
gctgatcgag
gagggtggty
gocagtggagg
ccacctgace
caacaggcag
cccectgagy
caccaggatc
cgaggccgcee
cgcccacgcc
cgacggcagce
ccacgocagg
gggectgggce
ggacctgece
gtgcggeace
catcagcagg
cgaggagggc
ctggagecce
ggtgtggtge
caggtaagtg

tcocaacagt

ES 2614402713

ageggecacy
aggcccgtge
atgtacgcca
aagtggctga
atgggcaaca
ctgcagggeyg
ggeaaccect
tgcatgaacg
caccageage
tacctgttca
cecctggeca
ctgceccecgage
cagoocaacy
ctggeccgaga
acaagcgaga
ageggottec
gaccagttca
gaccccaacyg
ctgctgcagt
tggcagcacc
ggccagatgg
ateggoctga
coccaggaga
ctgagcgata
agggagctga
tacagccage
acctggetga
agcgtgagcyg
cagaagtaac
tacccaatte

tgcgeageocet

gcgcocaacea
agtacgaggg
gggtggacga
gcoctgocegyg
gcctgggcgg
gettogtghtg
ggagcegecta
gectggtgtt
agttetteca
ggcacagcga
gcggcegaggt
tgceoccoccageo
ccacegectg
acctgagagt
tggacttctg
tgagccagat
ccagggcccec
cctgggtgga
gtaccgccga
agggcaagac
ctatcaccgt
actgccaget
actaccccga
tgtacaccec
actacggccc
agcagctgat
acatcgacgg
ccgagttcoca
atatgtgact
gocococtatagt

gaatggegaa

29

cgacgccectg
cggcggegec
ggaccagcce
cgagaccagg
cttecgccaag
ggactgggtyg
cggocggegac
cgcogacagg
gtteaggetg
caacgagctg
gccectggac
cgagagcgcc
gagcgaggcet
gaccctgecc
catcgagety
gtggatcgge
cctggacaac
gaggtggaag
caccctggecc
cctgtteatc
ggacgtggag
ggcccaggtg
caggctgace
ctacgtgtte
ccaccagtgg
ggagaccage
cttccacatg
gctgageget
aactaggtac
gagtegtatt

tggagatcca

tacaggtgga
gacaccaccqg
ttceccegeeg
cccctgatec
tactggcaag
gaccagageco
tteggcgaca
acccceocacce
ageggecaga
ctgcactgga
gtggccoceec
ggacagctgt
ggccacatca
gocogocageco
ggcaacaaga
gacaagaagc
gacatcggcg
gcegetggeco
gacgccgtgce
agcaggaaga
gtggccageg
gecgagaggg
gecgectget
ccoagogaga
aggggcgact
cacaggcacc
ggcatcggeg
ggcagatacc
gtagcggeeg
acaattecact

atttttaagt

3900

3360

4020

4080

4140

4200

42610

4320

4380

4441

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700



gtataatgtg
gctcatttca
tttgtagagyg
aaaatgaatg
agcaatagca
ttgtccaaac
tattaccctyg
aaaccectgge
gagtttaaac
ggcegegttyg
acgctcaagt
tggaagctec
ctttetecct
ggtgtaggtc
ctgegectta
actggcagca
gttettgaag
tctgotgaag
caccgctggt
atctcaagaa
acgttaaggg
accggtgcat
gttttaaate
tcagtgagge
cegtegtgta
taccgegaga
gggccgagceg
googggaagce
ctacaggcat
aacgatcaag
gtcctecgat

cactgcataa

ttaaactact
ggcccctcag
ttttacttge
caattgttgt
tcacaaattt
tcatcaatgt
ttatcectac
gatgctette
gcttceetteca
ctggogtttt
cagaggtgge
ctegtgeget
tcgggaagceg
gttegetceea
tcecggtaact
gccactggta
tggtggecta
ccagttacct
agcggtggtt
gatcctttga
attttggtca
gagattatca
aatctaaagt
acctatctea
gataactacg
cccacgectea
cagaagtggt
tagagtaagt
cgtggtgteca
gcgagttaca
cgttgtcaga

ttectettact

ES 2614402713

gattctaatt
toctcacagt
tttaaaaaac
tgttaacttyg
cacaaataaa
atecttaacge
cgoggttact
tcceggtgaa
tgtgagcaaa
tccatagget
gaaaccegac
ctoctgttec
tggogettte
agctgggetg
atcgtettga
acaggattag
actacggeta
tcggaaaaag
tttttgtttg
toettttetac
tgectaggtyg
aaaaggatct
atatatgagt
gogatctgte
atacgggagg
ccggcteocag
cctgecaactt
agttcegecag
cgctegtegt
tgatecceccea
agtaagttgyg

gtecatgeccat

gtttgtgtat
ctgttcatga
ctcocacace
tttattgcag
geattttttt
gctgatttaa
ggeegtegtt
aacctctgac
aggccagcaa
cogoocecct
aggactataa
gaccctgeeg
tcatagectea
tgtgcacgaa
gteocaacceg
cagagcgagg
cactagaagg
agttggtage
caagcagcag
ggggtcetgac
gcaaacaget
tcacctagat
aaacttggte
tatttegtte
gcttaccatc
atttatecage
tatcegecte
ttaatagttt
ttggtatgge
tgttgtgcaa
ccgeagtgtt

ccgtaagatg

30

tttagattea
tcataatcag
tececectgaa
cttataatgyg
cactgcatte
atecggtcoage
ttacaacgte
acatggctct
aaggccagga
gacgageateo
agataccagyg
cttaccggat
cgctgtaggt
ccooeegtte
gtaagacacg
tatgtaggcg
acagtatttg
tcttgatceg
attacgecgea
getcagtgga
attatgggta
ccttttaaat
tgacagttac
atccatagtt
tggceccagt
aataaaccag
catcecagtct
goegcaacght
tteattecage
aaaagecggtt
atcactcatg

cttttetgtg

cagteccaayg
ccataccaca
cctgaaacat
ttacaaataa
tagttgtggt
gtacgatgca
gtgactggga
tctaaatccy
accgtaaaaa
acaaaaatcg
cgttteeceee
acctgteoege
atcteagtte
agcccgaccg
acttatecgee
gtgctacaga
gtatctgege
gcaaacaaac
gaaaaaaagg
acgaaaacte
ttatgggtet
taaaaatgaa
caatgcttaa
goctgacteo
gctgecaatga
ccagcecggaa
attaattgtt
gttgecattyg
teecggttece
agcteectteg
gttatggcag

actggtgagt

5760

5820

5880

5940

€000

6060

6120

6180

6240

€300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

€960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620



10

actcaaccaa
caatacggga
gttettegayg
ccactcgtge
caaaaacagg
tactcatact

geggatacat

<210>13
<211> 8011
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Sintética

<400> 13

taaacaaata
ttaagggcta
gaacttgggyg
cteggtgagg
gacccaacad
ggtattgtet
ggcgatgoge
ttcgecegeca
cgccacacce
atteggeaag
cttgagectyg
ctgatagaca
gtggtcegaat
gatggatact
gcccaatage
aacgodegte
acdeggacagy
ggeggceatca

ccaagcggco

gteattetga
taataceogeg
gogaaaacte
acccaactga
aaggcaaaat
cttecttttt

atttgaatgt

ggggttocge
tggcagggec
ggtggggtgy
tategacaga
cgtgegtttt
cettecgtgt
tgcgaatcgg
agctcttcag
agccggecac
caggcatege
gegaacagtt
agaccggcett
gggcaggtag
ttctocggeag
agccagtcec
gtggccagee
teggtettga
gageagccega

ggagaacctg

ES 2614402713

gaatagtgta
cecacatagea
tcaaggatet
tcttcagecat
gcocgcaaaaa
caatattatt

atttagaaaa

gcacatttce
tgccgocoecyg
ggaaaaggaa
gtgccagace
attetgtett
tteactegag
gagcggcgat
caatatcacg
agtcgatgaa
catgggtcac
cggctggege
ccatecgagt
ccggatcaag
gagcaaggtg
ttcccgette
adgatagdeyg
caaaaagaad
ttgtetgttg

cgtgcaatce

tgocgagcgace
gaac¢tttaaa
tacegetgtt
cttttacttt
agggaataag
gaagcattta

a

ccgaaaagtg
acgttggctg
gaaacgogyay
tgggaccgaa
tttattgecg
tcagaagaac
accgtaaagc
ggtagccaac
tccagaaaag
gadgagatec
gagecectga
acgtgetege
cgtatgcage
agatgacagg
agtgacaacg
cgdtgecteyg
cgggogecee
tgcccagtea

atcttgttca

31

gagttgctet
agtgetecate
gagatecagt
caccagcgtt

ggcgacacgyg

tcagggttat

ccacctgacyg
cgagccctgg
cgtattggce
coecgegttt
tecatagegeg
toegteaagaa
acgaggaagc
gctatgtect
cggccatttt
tegeegtegy
tgctettegt
tegatgegat
cgccgcattyg
agatcctgee
tcgagcacag
tectgeagtt
tgegetgaca
tagoegaata

atggccgatc

tgcceggegt
attggaaaac
tegatgtaac
tctgggtgag
aaatgttgaa

tgtctcoggga

tcacctggte
gcecttcacece
ccaatggggt
atgaacaaac
ggtteettec
gucgatagaa
ggtcagccca
gatagcggtce
cacaccatgat
geatgegege
ccagatcate
gtttegettyg
catcagccat
ccggcactte
ctgcgcaagg
cattcagage
gedggaacac
gectetecac

ccatggtgge

7680
7740
7800
7860
7920
7380

g011

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960

1020
1080

1140



tctagaggaa
gtcagocatyg
ttaggggegy
ctggggagece
tacttctgee
cggataacaa
gtectaaggt
cocgoegagete
agagcaccgyg
attacggggt
aatggeecgce
gttcecatag
taaactgeccc
gtcaatgacg
coctacttgge
cagtacatca
attgacgtca
aacaactoeg
agcagagctg
cgegecacygce
atceocttttg
aaaacecttge
aattgagage
actgggagaa
gctggaggaa
acggcgagtg
agtgcgacct
acgacgcccc
ccaccgagaa
aggagggcca
acggcaggty

ccttectgag

tagcteagag
gggcggagaa
gactatggtt
tggggacttt
tgctggggag
tttcacacag
agcgaatoga
tococccgggyg
tgggcccgaa
cattagttca
ctggetgace
taacgacaat
acttggcagt
gtaaatggcc
agtacatcta
atgggcgtgg
atgggagttt
ccccattgac
gtttagtgaa
gtogaagaag
tgtgetgatg
tgggtacctt
ccaattggeco
coccoggoegty
cagcgaggag
gaggttcgee
gcccgaggcee
catctacacc
ccccaccggco
gaccaggatc
ggtgggctac

ggctggcgagy
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goecgaggogyg
tgggeggaac
gctgactaat
cecacacctgg
cctggggact
gaaacagcta
tgegateget
gaacagcatg
gatctggatc
tageccatat
gocccaacgac
agggacttte
acatcaagtg
cgectggeat
cgtattagte
atagcggttt
gttttggcac
gcaaatggge
ccgtcagate
gtgagtaate
ttaggatgac
cgttgccgga
accatgagat
acccagotga
gccaggaccg
tggttccecy
gacaccgtgg
aacgtgacct
tgctacagce
atcttcgacg
ggccaggaca

aacaggctgg

ctteggecte
tgggcggagt
tgagatgecat
ttgetgacta
tteccacacce
tgaccatgat
taattaaceot
cgtgteatge
ccgaactgea
atggagttoc
ccooegoeccat
cattgacgte
tatcatatge
tatgcccagt
ategetatta
gactcacggg
caaaatcaac
ggtaggcgtyg
cgctagcett
ttaacatget
atttacaaca
cacttcttgt
ctggegacoed
acaggetgge
acaggcccag
ccoccgaggoe
tggtgcceag
accccatcac
tgaccttcaa
gcgtgaacag
gcaggetgec

cegtgatggt
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tgecataaata
taggggcggg
gctttgeata
attgagatge
taacaagctt
tagectgaget
geagggatat
catggeoctgyg
ttagttatta
gegttacata
tgacgtcaat
aatgggtgga
caagtacgec
acatgacctt
ccatggtgat
gatttccaag
gggactttec
tacggtggga

ggggtaccec

cttttttttt
aatgtttgtt
cctctacttt
cgtggtgetg
cgoocaccad
ccagcagctg
cgtgcecgag
caactggcag
cgtgaacecce
cgtggacgag
cgccttcecac
cagecgagtte

gctgaggtgg

asaaaaatta
atgggeggag
cttectgectyg
atgcoctttgea
gococcgggcag
aactataacy
cccatggggy
gactagttct
atagtaatca
acttacggta
aatgacgtat
gtatttacgg
ccctattgac
atgggacttt
geggttttgyg
tcteccaceeco
aaaatgtegt
ggtctatata
ggceggceegg
ttttttttta
coctgacagga
ggaaaaaagg
cagaggaggyg
cocttogoca
aggagcectga
agctggctgg
atgcacgget
cccttegtge
agctggctge
ctgtggtgeca
gacctgagey

agcgacggca

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1520

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060



gctacctgga
tgcacaagecc
tcageraggge
gggtgacecgt
geggogagat
tggagaaccc
tgcacaccge
tgaggatcga
acaggcacga
acatcctget
accecectgtyg
tegagaceeca
ccatgageoga
tetggagect
tcaagagegt
ccaccgacat
tgcccaagty
tgtgcgagta
ccttecaggea
tgatcaagta
cccocaacga
cagocctgac
ccatcgaggt
tggtggeocct
agggcaagca
ggctgaccgt
goegeotggea
acgccatcee
ggtggcagtt
agctgectgac

tgagcgagge

ggaccaggat
caccacccag
cgtgetyggag
gagcctgtgg
catcgacgag
caagctgtgy
cgacggcacc
gaacggcctyg
goaceaceoe
gatgaagcag
gtacaccctg
cggcatggtg
gagggtgacce
gggcaacgag
ggacccoage
catctgeccece
gagcatcaag
cgcccacget
gtacccecagg
cgacgagaac
caggcagttc
cgaggccaag
gaccagcgag
ggacggcaag
getgatcgayg
gagggtggtg
geagtggagg
ccacctgacce
caacaggoaqg
cccecctgagg

caccaggate

ES 2614402713

atgtggagga
atcagcgact
gecgaggtge
cagggcgaga
aggggcggct
agcgccgaga
ctgatocgagg
ctgctgctga
ctgeacggeo
aacaacttca
tgegacaggt
cccatgaaca
aggatggtge
agcggccacg
aggcccgtge
atgtacgcca
aagtggctga
atgggcaaca
ctgcagggcyg
ggcaacccct
tgcatgaacg
caccagcagc
tacctgttca
ccecctggeca
ctgccogage
cagcccaacyg
ctggeegaga
acaagcgaga
ageggetteoo
gaccagttca

gaccccaacy

tgagecggecat
tccatgtgge
agatgtgegyg
cocaggtgge
acgecgacag
tceccraacct
cogaagectg
acggcaagcc
aggtgatgga
acgecghtgag
acggectgta
ggctgaccga
agagggacag
gcgocaacca
agtacgaggg
gggtggacga
goctgoocegy
gcctgggegy
gcttogtgtyg
ggagcgccta
goctggtgtt
agttcttceca
ggcacagcga
gcggegaggt
tgccccagec
ccaccgectyg
acctgagegt
tggacttetg
tgagecagat
ccagggcccce

cotgggtgga
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cttcagggac
caccaggtte
cgagetgagg
cagcggcace
ggtgaccctyg
gtacagggcc
cgacgtggge
cctgetgatce
cgageagaca
gtgcagccac
cgtggtggac
cgaccccagg
gaaccaccoce
cgacgeoactg
cyggeggegceo
ggaccagccc
cgagaccagg
cttcgocaag
ggactgggtyg
cggeggegac
cgccgacagg
gtteaggetg
caacgagctg
gecectggac
cgagagcgcc
gagcgaggct
gaccctgece
catcgagetg
gtggatecgge
cctggacaac

gaggtggaag

gtgagcctge
aacgacgact
gactacctga
goocccttog
aggctgaacg
gtggtggage
ttcagggagg
aggggcgtga
atggtgcagy
taccccaace
gaggccaaca
tggctgeceg
agegtgatca
tacaggtgga
gacaccaccy
tteccocegeeg
ccecktgatce
tactggcaag
gaccagagacc
tteggeogaca
accccccace
agcggecaga
ctgcactgga
gtggoococe
ggacagctgt
ggccacatca
googecagee
ggcaacaaga
gacaagaage
gacatcggecg

geegebtggee

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920



actaccaggc
tgatcaccac
cctacaggat
acacoceeca
tgaactgget
tcgacaggtg
acggoctgag
toccagttcaa
tgotgecacge
gogacgacag
actaccaget
cgtcgacgat
cgategeoet
gtataatgtg
gctcatttca
tttgtagagg
aaaatgaatg
agcaatagea
ttgteccaaac
tattaccctg
aaaccctgge
gagtttaaac
ggccgegttg
acgctcaagt
tggaagctecc
ctttectcect
ggtgtaggte
ctgogectta
actggcageca
gttettgaag
tctgetgaag

caccgctggt

cgaggccgcc
cgocoacges
cgacggcage
ccccgecagy
gggcetggge
ggacctgece
gtgoggeace
catcagcagg
cgaggagygc
ctggagocoe
ggtgtggtge
caggtaagtg
tcccaacagt
ttaaactact
ggcccctcecag
ttttacttge
ccattgttgt
tcacaaattt
tcatcaatgt
ttatccctac
gatgctette
gcttecttea
ctggcgtttt
cagaggtgge
ctcgtgcget
tcgggaageg
gttegeteea
tceggtaact
gccactggta
tggtggeccta

ccagttacct

agoggtggtt

ES 2614402713

ctgetgeagt
tggcagcace
ggccagatgg
atcggectga
cecocaggaga
ctgagegata
agggagetga
tacagccage
acctggotga
agegtgageg
cagaagtaac
tacccaattce
tgegecagecet
gattctaatt
tecectecacagt
tttaaaaaac
tgttaacttg
cacaaataaa
atcttaacge
cgeggttact
teceggtgaa
tgtgagcaaa
tccataggcet
gaaaccogac
ctectgttee
tggcgettte
agctgggety
atcegtcottga
acaggattag
actacggcta
tcggaaaaag

tttttgtttyg

gtaccgccga
agggcaagac
ctatcaccgt
actgeccagcet
actacccoeoga
tgtacaccce
actacggooo
agcagctgat
acatecgacgg
cegagttoca
atatgtgact
gcectatagt
gaatggcgaa
gtttgtgtat
ctgttcatga
ctcccacace
tttattgcag
geattttttt
gctgatttaa
ggccgtegtt
aacctetgac
aggccagcaa
ccgecccect
aggactataa
gaccctgceg
tcatagectca
tgtgcacgaa
gtccaaccoog
cagagcgagyg
cactagaagg
agttggtage

caagcagcag
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cacccktggce
cetgttoate
ggacgtggag
ggcccaggtyg
caggotgace
ctacgtgttce
ccaccagtgg
ggagaccage
ctteccacatg
getgagoget
aactaggtac
gagtcgtatt
tggagatceca
tttagatteca
tcataatcag
tececcecctgaa
cttataatgg
cactgcatte
ateggtcege
ttacaacgte
acatggotet
aaggccagga
gacgagcate
agataccagg
cttaccggat
cgctgtaggt
ccecccegtte
gtaagacacg
tatgtaggcyg
acagtatttg
tcttgateeg

attacgcgca

gacgccgtge
agcaggaaga
gtggccageg
gccgagagyy
geegoctget
cccagogaga
aggggcgact
cacaggcace
ggcatcggey
ggcagatace
gtageggecg
acaattcact
atttttaagt
cagtcccaag
ccataccaca
cctgaaacat
ttacaaataa
tagttgtggt
gtacgatgca
gtgactggga
tctaaateeg
accgtaaaaa
acaaaaatcg
cgtttocece
acctgtcege
atctcagtte
agcccgaceg
acttatcogece
gtgctacaga
gtatctgege
gcaaacaaac

gaaaaaaagqg

4930

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

€120

6180

6240

€300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840



10

atcetcaagaa
acgttaaggy
accggtgeat
gttttaaatc
tcagtgagge
ccgtegtgta
taccgcgaga
gggecgagey
geecgggaage
ctacaggcat
aacgatcaag
gtcctccogat
cactgeataa
actcaaccaa
caatacggga
gttctteggg
ccactcgtge
caaaaacagyg
tactcatact

geggatacat

<210> 14
<211> 7844
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Sintética

<400> 14

taaacaaata
ttaagggcta
gaacttgggy
cteggtgagy
gacccaacac

ggtattgtct

gatcctttga
attttggtea
gagattatea
aatctaaagt
acctatctca
gataactacg
cccacgetea
cagaagtggt
tagagtaagt
cgtggtgtca
gcgagttaca
cgkttgtcaga
ttetettact
gtecattctga
taatacegeg
gcgaaaacte
acccaactga
aaggcaaaat
cttecttitt

atttgaatgt

ggggttecge
tggcagggec
ggtggggtyy
tategacaga
cgtgegtttt

ccttcegtgt

ES 2614402713

tettttetac
tgectaggty
aaaaggatat
atatatgagkt
gcgatctgtce
atacgggagy
ceggetacag
c¢ctgcaactt
agttegecag
cgctegtegt
tgatccccca
agtaagttgg
gteatgaecat
gaatagtgta
ccacatagea
tcaaggatct
tcttcagecat
gccgcaaaaa
caatattatt

atttagaaaa

gcacatttcec
tgcogecocg
ggaaaaggaa
gtgccageod
attetgtett

ttcactcgag

ggggtetgae
gcaaacaget
tcacctagat
aaacttggtc
tatttcgtte
gcttaccate
atttatcage
tatcegecte
ttaatagttt
ttggtatgge
tgttgtgcaa
cocgcagtgtt
cogtaagatg
tgeggogace
gaactttaaa
taccgetgtt
cttttacttt
agggaataag
gaageattta

a

ccgaaaagtg
acgttggctg
gaaacgcegygy
tgggacegaa
tttattgeeg

tcagaagaac
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getecagtgga
attatgggta
cattttaaat
tgacagttac
atccatagtt
tggcecccagt
aataaaccag
catccagtet
gegeaacgtt
ttcattcage
aaaagcggtt
atcactcatg
cttttetgtg
gagttgctet
agtgcteate
gagatccagt
caccagogtt

ggcgacacgy

teagggttat

ccacctgacg
cgagccctgg
cgtattggec
cocogegttt
tecatagegeg

tcgtcaagaa

acgaaaacte
ttatgggtet
taaaaatgaa
caatgcttaa
gcctgactcee
gctgcaatga
coageocggaa
attaattgtt
gttgecattyg
tccggttece
agctcctteg
gttatggcag
actggtgagt
tgcceggegt
attggaaaac
tcogatgtaac
tctgggtgag
aaatgttgaa

tgteteggga

tcacctggte
gcckttcacce
ceaatggggt
atgaacaaac
ggtteettee

ggcgatagaa

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8011

60
120
180
240
300

360



ggcgatgoge
ttogeogoca
cgccacacce
atteggcaag
cttgagoctg
ctgatcgaca
gtggtegaat
gatggatact
geccaatage
aacgeoeogte
accggacagy
ggcggcatca
ccaagcggce
tctagaggaa
gtcagccatg
ttaggggcgy
ctggggagcc
tacttotgeo
cggataacaa
gtecctaaggt
cegegagetco
agagcaccgg
attacggggt
aatggeocoge
gttcececatag
taaactgcce
gtcaatgacg
cctacttgge
cagtacatca
attgacgtca
aacaactccg

agcagagctyg

tgegaategy
agctottceag
agccggecac
caggcatege
gcgaacagtt
agaccggctt
gggcaggtag
ttctoggeag
agccagtece
gtggcocagece
toggtcttga
gagecagecga
ggagaacctg
tagctecagag
gggcggagaa
gactatggtt
tggggacttt
tgctggggag
tttcacacag
agcgaatcga
tececegggy
tgggcccgaa
cattagttca
ctggotgace
taacgccaat
acttggcagt
gtaaatggcc
agtacatcta
atgggegtgg
atgggagttt
cceccattgac

gtttagtgaa
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gagcggoegat
caatatcacg
agtcgatgaa
catgggtecac
cggetggege
ccatccgagt
coggatcaag
gagcaaggtg
tteoceegette
acgatageeg
caaaaagaac
ttgtetgttyg
cgtgcaatec
gcegaggcegyg
tgggcggaac
gctgactaat
ccacacctgg
cotggggact
gaaacagcta
tgcgateget
gaacagecatg
gatectggatc
tagcccatat
gcccaacgac
agggactttec
acatcaagtyg
cgecctggeat
cgtattagte
atagcggttt
gttttggcac
gcaaatggge

cegtcagate

accgtaaage
ggtagccaac
tccagaaaag
gacgagatce
gageccctga
acgtgctege
cgtatgeage
agatgacagg
agtgacaacg
cgectgecteg
cgggegeces
tgoccagtea
atcttgttca
cttecggecte
tgggcggagt
tgagatgecat
ttgectgacta
ttocacacce
tgaccatgat
taattaacct
cgtgtecatge
ccgaactgeca
atggagttcc
cocegeccat
cattgacgtec
tatcatatge
tatgecececagt
atcgctatta
gactcacggy
caaaatcaac
ggtaggcgty

cgctagectt
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acgaggaagce
gctatgtect
cggecatttt
tegeecgtegy
tgotettegt
tcgatgeogat
cgocgeattyg
agatcctgeo
tcgagcacag
tectgeagtt
tgeogectgaca
tageocgaata
atggccgatce
tgcataaata
taggggcggg
gctttgeata
attgagatgc
taacaagett
tagctgaget
gcagggatat
catggcoetyg
ttagttatta
gcgttacata
tgacgtcaat
aatgggtgga
caagtacgcee
acatgacctt
ccatggtgat
gatttccaag
gaggactttec
tacggtggga

ggggtaccee

ggtcageecca
gatagcggte
ccaccatgat
geatgegege
ccagatcate
gtttegettyg
catcagccat
coggecactte
ctgcgcaagyg
cattcaggge
goocggaacac
gectetecac
ccatggtgge
aaaaaaatta
atgggcggag
cttetgectg
atgetttgea
geococgggeag
aactataacg
cccatggggg
gactagttet
atagtaatca
acttacggta
aatgacgtat
gtatttacgg
ccctattgac
atgggacttt
geggttttgy
tcteccacccee
aaaatgtegt

ggtctatata

gygccyggecyy

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

2280



cgcgecacge
ctgcagagga
coccectteg
ctgaggagce
gagagctgge
cagatgcacg
cceccctteg
gagagctgge
cacectgtggt
ttegacctga
tggagegacg
gacgtgagecc
ttcaacgacg
agggactacc
acggcccoct
ctgaggctga
geegtggtgy
ggcttcaggg
atcaggggcey
acaatggtgec
cactacccca
gacgaggcca
aggtggctge
cccagegtga
ctgtacaggt
gccgacacca
cocttecoog
aggecoctga
aagtactgge
gtggaccaga

gactteoggeg

gtgggggggay
gggactggga
ccagetggag
tgaacggcga
tggagtgcga
gctacgacgc
tgcocaccga
tgcaggaggyg
gcaacggeaqg
gegocttoct
geagetacet
tgctgcacaa
actteageag
tgagggtgac
tcggeggega
acgtggagaa
agctgcacac
aggtgaggat
tgaacaggca
aggacatcect
accaccccect
acatcgagac
cogocatgag
tcatctggag
ggatcaagag
ccgocaccga
cogtgeccaa
tootgtgoga
aagectteag
goctgatcaa

acacccccaa
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ggggcaattg
gaacccoggce
gaacagcogaqg
gtggaggttc
cctgeocogag
ccccatctac
gaaccccacc
ccagaccagqg
gtgggtggge
gagggctgge
ggaggaccag
gcccaccacc
ggcogtgoetg
cgtgageetg
gatcatcgac
ccccaagcetg
cgccgacggc
cgagaacggc
cgagcaccac
gctgatgaag
gtggtacacc
ccacggcatg
cgagagggtg
cctgggcaac
cgtggaccee
catcatctge
gtggagecate
gtacgoccac
gcagtaccee
gtacgacgag

cgacaggeaqg

gccaccatga
gtgacccage
gaggccagga
gcctggttece
goccgacaccg
accaacgtga
ggctgectaca
atcatctteyg
tacggecagg
gagaacaggc
gatatgtgga
cagatcagecg
gaggcegagyg
tggcagggcyg
gagaggggcyg
tggagcgccg
accctgatcg
ctgetgotge
cccctgcacg
cagaacaact
ctgtgcgaca
gtgccecatga
accaggatygg
gagagcggcc
agcaggeccyg
cccatgtacyg
aagaagtgge
goctatgggea
aggctgeagyg
aacggcaacc

ttetgeatga
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gatctggcga
tgaacagget
cogacaggec
ccgococcega
tggtggtgce
cctaccccat
gectgacctt
acggcgtgaa
acagcagget
tggcegtgat
ggatgagcegg
acttccatgt
tgecagatgtg
agacccagqgt
gctacgcooga
agatccccaa
aggccgaagc
tgaacggcaa
gccaggtgat
tcaacgoegt
ggtacggecct
acaggctgac
tgcagaggga
acggcgocaa
tgcagtacga
ccagggtgga
tgageoectgoce
acageoctggy
geggettegt
cctggagege

acggeetggt

ccecgtggtyg
ggccgceoocac
cagcecageaqg
ggccgtgecce
cagcaactgg
caccgtgaac
caacgtggac
cagogectte
goccagegag
gotgctgagg
catetteagg
ggccaccagg
cggegagetyg
ggccageggce
cagggtgace
cctgtacagg
ctgcgacgtyg
geccctgetyg
gygacgagcay
gaggtgcage
gtacgtggtyg
cgacgacccc
caggaaccac
ccacgacgcec
gggeggegygc
cgaggaccag
cggogagace
cggcttogec
gtgggactgg

ctacggegge

gttegeegac

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

3560

4020

4080

4140



aggacgogos
ctgageggec
ctgctgecact
gacgtggoec
gocggacage
gctggececaca
cocogecgeca
ctgggcaaca
ggcgacaaga
aacgacatcyg
aaggccgctg
googacgecy
atcagcagga
gaggtggeca
gtggccgaga
accgeegect
ttococageyg
tggaggggcy
agccacagge
atgggeatceg
gotggcagat
tacgtagcgg
attacaattc
ccaattttta
tcacagtoce
cagccatacc
gaacctgaaa
tggttacaaa
ttetagttgt
cgogtacgat
gtcgtgactg

tcttetaaat

acccocgecct
agaccatcga
ggatggtggc
cocagggoaa
tgtggctgac
tcagecgectyg
gccacgecat
agaggtggca
agcagctgct
gcgtgagega
gccactacca
tgoetgatcac
agacctacag
gogacacooo
gggtgaactyg
gettegacag
agaacggcoct
acttoccagtt
acctgetgea
gocggogacga
accactacca
ccgegtogac
actogatogo
agtgtataat
aaggcteatt
acatttgtag
cataaaatga
taaagcaata
ggtttgtceca
gcatattace
ggaaaaccct

caggagttta

ES 2614402713

gaccgaggoco
ggtgaccagce
cctggacgge
geagetgate
cgtgagggty
gcagcagtgyg
coccccacctyg
gttcaacagy
gacccocococtyg
ggccaccagy
ggecgaggoec
caccgoooac
gatcgacggc
coacceegec
getgggectg
gtgggaccetyg
gaggtgeggce
caacatcagce
cgoocgaggag
cagctggage
gctggtgtygy
gatcaggtaa
ccttecocaac
gtgttaaact
tcaggeeoct
aggttttact
atgceattgt
gcatcacaaa
aactcatcaa
ctgttatoce
ggecgatgcetce

aacgottact

aagcaccage
gagtacctgt
aagoccctygg
gagcetgeocoog
gtgcagcoca
aggctggeeg
accacaagcg
cagagcogget
agggaccagt
atcgacooca
goccetgetge
goctggeago
agcggoecaga
aggateggoo
ggcccocagy
cccetgageg
accagggage
aggtacagce
ggcacectgge
cocagogtga
tgccagaagt
gtgtacccaa
agttgogoag
actgattcta
cagtectcoac
tgectttaaaa
tgttgttaac
tttcacaaat
tgtatcttaa
taccgeggtt
tteteeceggt

teatgtgage
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agcagtteott
tcaggcacag
ccagaggoega
agotgocooa
acgccaccge
agaacctgag
agatggactt
tcctgageca
tcaccagggce
acgectgggt
agtgtaccge
accagggcaa
tggetatcac
tgaactgoca
agaactaccce
atatgtacac
tgaactacgg
agcagcagct
tgaacatcoga
gogecgagtt
aacatatgtyg
ttogoectat
cctgaatggoe
attgtttgtyg
agtctgttea
aacctcccac
ttgtttattg
aaagcatttt
cgegetgatt
actggeeogte
gaaaacctct

aaaaggeccag

ccagtteagg
cgacaacgag
ggtgoccoety
goocgagage
ctggagcgag
cgtgaccctyg
ctgcategag
gatgtggatc
ccacctggac
ggagaggtgg
cgacaccctyg
gaccetgtte
cgtggacgtg
getggeccag
cgacaggetg
cocctacgtyg
cocccaccag
gatggagacc
cggetteocac
ccagetgage
actaactagyg
agtgagtogt
gaatggagat
tattttagat
tgatcataat
acctcccect
cagcttataa
tttcactgca
taaateggte
gttttacaac
gacacatggc

caaaaggeca

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4300

4860

4%20

4380

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5240

6000

6060



ggaaccgtaa
atcacaaaaa
aggcgtttoece
gatacctgte
ggtatctecag
ttcageecega
acgacttate
gcggtgetac
ttggtatctg
ccggcaaaca
gcagaaaaaa
ggaacgaaaa
gtattatggg
aattaaaaat
taccaatgct
gttgeoctgac
agtgctgeaa
cagecageeyg
tctattaatt
gttgttgecca
agctcoggtt
gttagetect
atggttatgg
gtgactggtyg
tettgoococgy
atcattggaa
agttogatgt
gtttetgggt
cggaaatgtt

tattgtcotag

aaaggccgeg
tcgacgetca
ccectggaage
cgectttete
tteggtgtag
ccgctgegee
gccactggca
agagttecttg
cgetectgetg
aaccacceget
aggatctcaa
ctecacgttaa
tctaceggtyg
gaagttttaa
taatcagtga
tcecegtegt
tgatacegeg
gaagggecga
gttgcoggga
ttgctacagg
cccaacgate
teggteoctea
cagcactgea
agtactcaac
cgtcaatacg
aacgttctte
aacccactcg
gagcaaaaac

gaatactcat

ggageggata

ES 2614402713

ttgetggegt
agtcagaggt
tccoctegtge
ccttogggaa
gtegtteget
ttatceggta
gcagccactg
aagtggtgge
aagccagtta
ggtageggtyg
gaagatcctt
gggattttgg
catgagatta
atcaatctaa
ggcacctatc
gtagataact
agacccoacge
gegeagaagt
agctagagta
catcgtggtg
aaggcgagtt
gategttgte
taattetett
daagtcatte
ggataatacc
ggggcgaaaa
tgraccecaac
aggaaggcaa
actettectt

catatttgaa

ttttccatag
ggegaaacacc
gctoctoctgt
gegtggeget
ccaagctggyg
actategtct
gtaacaggat
ctaactacgg
ccttecggaaa
gtttttttgt
tgatotttte
tcatgectag
tcaaaaagga
agtatatatg
tcagcgatct
acgatacggyg
tcaceggete
ggtccotgeaa
agtagttcge
tcacgctegt
acatgatcce
agaagtaagt
actgtcatge
tgagaatagt
gegecacata
ctctcaagga
tgatcttecag
aatgeogeoaa
tttcaatatt

tgtatttaga
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gctocgooce
gacaggacta
tccgaccetg
ttctecatage
ctgtgtgcac
tgagtceaac
tagcagagcyg
ctacactaga
aagagttggt
ttgcaagecag
tacggggtet

gtggcaaaca

tecttcaccta
agtaaacttg
gtctattteg
agggettacoe
cagatttate
ctttatcege
cagttaatag
cgtttggtat
ccatgttgtyg
tggeoegeoagt
catcegtaaq
gtatgeggeqg
gcagaacttt
tcttaccget
catcttttac
aaaagggaat
attgaagcat

aaaa

cctgacgagce
taaagatacc
ccgettaceg
tcacgetgta
gaacccececg
coggtaagac
aggtatgtag
aggacagtat
agctcttgat
cagattacge
gacgctecagt
gctattatgg
gatcctttta
gtctgacagt
ttcatccata
atotggeocee
agcaataaac
ctccatocag
tttgcogeaac
ggcttcattc
caaaaaagcg
gttatecacte
atgettttet
accgagttge
aaaagktgete
gttgagatcc
tttcaccagc

aagggegaca

ttatcagggt

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

7844
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REIVINDICACIONES

1. Un vector de expresion que comprende una construccién de un gen sintético que comprende, cuando se dispone
desde 5' a 3', un promotor, un polinucleé6tido quimérico y una secuencia de interés que se va a expresar, en donde:

a. el polinucleétido quimérico comprende el segundo intrdbn de un gen de la calcio ATPasa del reticulo
sarcoplasmico/endoplasmatico y al menos una porciéon de la region 5' no traducida (5'UTR) de un gen de la
caseina;y

b. el polinucleétido quimérico esta situado entre el promotor y la secuencia de interés que se va a expresar, en
donde el segundo intrén del gen de la calcio ATPasa del reticulo sarcoplasmico/endoplasmatico esta situado hacia
el promotor y el fragmento de polinucleétido de la region 5' no traducida (5'UTR) del gen de la caseina esta situado
hacia la secuencia de interés que se va a expresar.

2. Un método para expresar una secuencia de interés en una célula hospedadora, que comprende las etapas de:
a. transfectar una célula hospedadora con el vector de expresion de la reivindicacion 1;y
b. cultivar dicha célula hospedadora en condiciones adecuadas para obtener la expresion de dicha secuencia de
interés.
3. El vector de expresion de la reivindicacion 1, en donde el vector de expresion es un vector de expresion eucariota.
4. El vector de expresion de la reivindicacion 1,
en donde el vector comprende un fragmento de un gen SERCA2 canino, un gen SERCA2 humano o un gen
SERCAZ2 de raton, y
un fragmento de un gen de la beta caseina de bovino, un gen de la beta caseina de raton, un gen de la beta caseina
de rata o un gen de la beta caseina de oveja.
5. El vector de expresion de la reivindicacion 4, en donde el vector comprende una secuencia de polinucleétidos que es
al menos idéntica en un 80 % a una de las SEQ ID NO: 2 y 4-6 y una secuencia de polinucleotidos que es al menos
idéntica en un 80 % a una de las SEQ ID NO: 3y 8-10.

6. El vector de expresion de la reivindicacion 1, en donde el vector comprende la SEQ ID NO: 2 y comprende la SEQ ID
NO: 3.

7. El vector de expresién de la reivindicaciéon 1, en donde el vector comprende la SEQ ID NO: 4 y la SEQ ID NO: 3.

8. El vector de expresion de la reivindicacion 6, en donde el vector comprende una secuencia de polinucleétidos que es
al menos idéntica en un 80 % a la SEQ ID NO: 1.

9. El vector de expresion de la reivindicacion 7, en donde el vector comprende una secuencia de polinucleétidos que es
al menos idéntica en un 80 % a la SEQ ID NO: 7.

10. El vector de expresion de la reivindicacion 6, en donde el vector comprende la SEQ ID NO: 1.

11. El vector de expresion de la reivindicacién 7, en donde el vector comprende la SEQ ID NO: 7.

12. El vector de expresion de la reivindicacion 1,

en donde el vector comprende una secuencia de polinucle6tidos que es al menos idéntica en un 80 % a un
polinucleétido que comprende al menos 60 nucleétidos consecutivos de la SEQ ID NO: 4, y una secuencia de
polinucleétidos que es al menos idéntica en un 80 % a una secuencia de polinucleétidos que comprende al menos 30
nucleétidos consecutivos de la SEQ ID NO: 3.

13. Una célula hospedadora que comprende el vector de expresion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 0 3 a
12.

14. Un organismo no humano que comprende el vector de expresion de una cualquiera de las reivindicaciones 103 a
12.

15. Un kit que comprende el vector de expresion de una de las reivindicaciones 1 0 3 a 12.
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PORCION DELEXON 2 INTRON 2 PORCION DELEXON 3
SERCA2 SERCA 2 SERCA2
(TIPO NATURAL) [TIPO NATURAL) (TIPO NATURAL)
5 EN
EXON 2 SERCAZ INTROM 2 EXON 3 SERCAZ
SERCA 2 [TIFO MATURAL)
[TIPO NATURAL) [TIPO NATURAL)
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SEQ ID NO:2

gtaatcttaacatgctcttttititttittttgctaatcecttttgtgtactgatgttaggatgacatttac

El*lgaaaaaccttgctg

cgaagaagissef]
aacaaatgttigttcctgac

SEQ ID NO:4

[«:EELEELgrgagtaatcttaacatgttctitttitittttttttttaatcccttttgtgtgctgatgttaggatgacatttacal
acaaatgtitgticctgacagiEELEER [Wuaiads]

SEQ ID NO:5

agttaccggctgaagaagsleEls

cttaacatgctgttictgttttttttcctctattaogtatgctgatggtaagatgacaqgt
EEEEL e [undsjadnai =TI a2 aaaccttgctggaacttgtgattgageagtttgaagacttgetagttagg
attttattactggcadcatgtatatctttt

SEQ ID NO:6

FElus e s luds EELEER g taaataatattaacatgttatittggagagatgatgtgtgcaggctygattgatgtggaca
attgaaacaaatggtttgtitttttttittttttttttcctttccttttctaacaguEEEEE[Muads (sl lsEE-TnndeideF-lndek]e [
agtttgaagacttactagttagaattttactgctggcagcatgtatatctttc

FIGURA 1C
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MLU I PORCION DEL INTRON 2 PORCION DE KPNI | pORCIONDELA | MFEI
EXON2 SERCA 2 EXON3 UTR5’ CASEINA
SERCA2 {Posible sitio Poli SERCA 2 (TIPO NATURAL)
(TIPO NATURAL) A mutado) {TIPO NATURAL)
5 3
ASC | MLU PORCION DEL INTROM 2 ) KPN 1 | PORCION DELA| MFE I
I I EXON 2 sercaz | PORCIONDE UTR 5 CASEINA
SERCA2 (Posible sitic | EXON3 (TIPO NATURAL)
['!'IPO NﬂTURALJ Poli A mutado) | SERCA2
5 3°
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UTR5’
SINTETICO
PROMOTOR SPL UTR SECUENCIA DE STOP POLI-A
INTERES _
F 3
CODON DE
INICIO
[5----VECTOR | [ VECTOR----3"
FIGURA 3A
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SITIO DE CLONACION

UTRS’
SINTETICO

- PROMOTOR [ seL_Jutr W sTOP [1 PoL-A

[5----VECTOR _ | [ VECTOR----3" |

FIGURA 3B
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Ensayoen células HEK-293
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Actividad indicadoraB-GAL, URL
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Veces de aumento sobre poliG (12)
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