ES 2 665 493 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

@NUmero de publicacion: 2 665 493

GDint. Ci.;

CO7K 14/47 (2006.01)
C12N 15/113 (2010.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea: 24.06.2004 E 10186322 (3)
Fecha y nimero de publicacion de la concesién europea: 10.01.2018  EP 2332972

T3

T|’tu|o: Nuevos promotores de la beta-actinay rpS21, y sus usos

Prioridad:

24.06.2003 US 480768 P

Fecha de publicacién y mencion en BOPI de la
traduccién de la patente:
26.04.2018

@ Titular/es:

GENZYME CORPORATION (100.0%)
500 Kendall Street
Cambridge, MA 02142, US

@ Inventor/es:

ESTES, SCOTTD.y
ZHANG, WEIQUN

Agente/Representante:
LEHMANN NOVO, Maria Isabel

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del

Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 665493 T3

DESCRIPCION
Nuevos promotores de la beta-actina y rpS21, y sus usos
Campo de la invencion

Esta invencion se refiere a elementos génicos reguladores, tales como promotores, y a sus usos, por ejemplo para
la expresion de proteinas. Mas especificamente, esta invencion se refiere a promotores de B-actina y del gen de la
proteina ribosémica S21.

Antecedentes de la invencion

Cada gen eucariota contiene elementos reguladores que conduce la transcripcion de ese gen. Tales elementos
reguladores incluyen promotores, que estan tipicamente situados inmediatamente en direccion 5 de la secuencia
codificante de un gen. Los promotores regulan la transcripcion al proporcionar sitios de union para factores de
transcripcion, que son una parte de la maquinaria de transcripcion. Los promotores se usan habitualmente para
expresar proteinas en cultivo celular e in vivo. Muchos promotores se conocen y se usan para la expresion de
proteinas en diversos sistemas de expresion. Los ejemplos de promotores incluyen el promotor temprano inmediato
de citomegalovirus (CMV), repeticiones terminales largas de genoma grande del genoma del virus de sarcoma de
Rous (RSV), el promotor del virus 40 del simio (SV40), el promotor del gen de interferén, el promotor de
metalotioneina, y el promotor de timidina cinasa y otros, por ejemplo como se describe en Fernandez et al. (1999)
Gene Expression Systems, Academic Press. Sin embargo, todavia existe la necesidad en la técnica de proporcionar
promotores que sean capaces de generar niveles elevados de expresion y/o de sostener la expresion durante un
periodo prolongado de tiempo.

La B-actina es una proteina estructural y se expresa habitualmente en todas las especies, desde protozoos a
eucariotas, incluyendo seres humanos. Los promotores de 3-actina humanos y de pollo se han descrito previamente.
El promotor de B-actina, en general, muestra una actividad mas ubicua que el promotor de CMV que se usa
ampliamente (Xu et al. (2001) Gene 272: 149-156). Se mostré6 que el promotor de B-actina de pollo exhibe una
actividad mayor que los promotores virales de CMV y SV40, pero solamente cuando esta enlazado a una secuencia
potenciadora de CMV (Xu et al., mas arriba).

La proteina ribosémica S21 (rpS21) esta asociada con la subunidad 40S del ribosoma. El promotor del gen de rpS21
humano se identificé previamente (n° de acceso GenBank® AJ250907). De forma similar a la mayoria de los
promotores génicos ribosémicos, carece de elementos de transcripcion convencionales tales como la caja TATAy la
secuencia CAAT (Smirnova et al. (2000) Bioorg. Khim. 26 (5): 392-396).

El nimero de acceso EMBL AL663027 es la secuencia de ADN completa de ratén del clon RP23-16P3 en el
cromosoma 2.

El nimero de acceso EMBL AZ994459 es la secuencia de ADN del clon genémico de Mus musculus de la coleccion
UUGC2M de plasmidos de 10kb de ratén 2M0279L21R.

Torok et al. "Down-regulation of RpS21, a putative translation initiation factor interacting with P40, produces viable
minute imagos and larval lethality with overgrown hematopoietic organs and imaginal discs" (1999) Mol Cell Bio.
19(3):2308-2321 muestra un alineamiento de aminoacidos de seis proteinas RpS21 en la Figura 6.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente descripcion proporciona nuevos promotores de B-actina que tienen un nivel bajo de homologia de
secuencia con promotores de B-actina previamente conocidos (tales como, por ejemplo, humano y de pollo). La
presente descripcion proporciona ademas nuevos promotores de rpS21 que tienen un bajo nivel de homologia de
secuencia con promotores de rpS21 previamente conocidos (tales como, por ejemplo, humano y raton).

La presente descripcion se basa, en parte, en el descubrimiento y aislamiento de promotores de p-actina y de rpS21
a partir de la estirpe celular de ovario de hamster chino (CHO). Esta presente descripcion se basa ademas, en parte,
en la observacion de que el promotor de B-actina de hamster tiene una actividad significativamente mayor que el
promotor de CMV. La invencién se basa ademas, en parte, en la observacién de que el promotor de rpS21 es al
menos tan activo como el promotor de B-actina de hamster cuando se usa para expresar ciertos genes. La presente
descripcion proporciona secuencias nucleotidicas para estos promotores, e incluye variantes de las secuencias
nucleotidicas que tienen actividad promotora. En algunos casos, un promotor de p-actina de la presente descripcion
deriva de un roedor, por ejemplo hamster, rata, y raton. El promotor de rpS21 deriva tipicamente de un hamster.

La presente descripcion proporciona ademas vectores que comprenden un promotor de B-actina o un promotor de
rpS21 de la presente descripcion ligado operablemente a un acido nucleico heterélogo. En ciertos casos, un vector
de la presente descripcion comprende un promotor que esta ligado operablemente a un acido nucleico heterélogo
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que codifica un producto de expresion heterdlogo tal como, por ejemplo, una proteina terapéutica o un fragmento de
la misma. En casos ilustrativos, el producto de expresion es esfingomielinasa acida (ASM), a-glucosidasa (GAA), o
activador de plasmindgeno tisular (tPA).

La invencion también proporciona células hospedantes transfectadas con un vector de la invencién. En realizaciones
ilustrativas, la célula hospedante es una célula de mamifero tal como, por ejemplo, CHO, HEK, y BHK.

También se proporcionan métodos para producir una proteina. Los métodos para producir una proteina incluyen, por
ejemplo, cultivar una célula transfectada con un vector que comprende un promotor de B-actina y/o un promotor de
rpS21 de la presente descripcion ligado operablemente a un acido nucleico heterélogo que codifica una proteina, y
recuperar la proteina. En algunos casos, el producto de expresion heterdlogo es una proteina secretora, que se
recupera del medio. En casos ilustrativos, la proteina es ASM, GAA, o tPA.

En base a la descripcion contenida aqui, la presente invencién proporciona un promotor de RpS21 aislado que tiene
la secuencia nucleotidica expuesta en SEC ID NO: 39, o una variante de la misma que tiene actividad promotora, en
el que la identidad de la variante y de la SEC ID NO: 39 es de al menos 95% a lo largo de toda la longitud de la SEC
ID NO: 39.

En las reivindicaciones anejas se exponen otros aspectos y otras realizaciones de la presente invencion.
BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1A muestra un alineamiento entre porciones de secuencias nucleotidicas de un promotor de -
actina de hamster (SEC ID NO: 1) y un promotor de B-actina de rata (SEC ID NO: 2), demostrando una
identidad de 79% entre nucledtido (nt) 487 a nt 893 de SEC ID NO: 1y nt 1 ant 417 de SEC ID NO: 2. El
promotor de B-actina de rata (SEC ID NO: 2) tiene una identidad de 67% a lo largo de toda la longitud del
promotor de B-actina de hamster (SEC ID NO: 1).

La Figura 1B muestra un alineamiento entre porciones de secuencias nucleotidicas de un promotor de -
actina de hamster (SEC ID NO: 1) y un promotor de B-actina de rata (SEC ID NO: 2), demostrando una
identidad de 83% entre nt 1047 a nt 3006 de SEC ID NO: 1y nt 546 a nt 2493 de SEC ID NO: 2.

La Figura 2A muestra un alineamiento entre porciones de secuencias nucleotidicas de un promotor de -
actina de hamster (SEC ID NO:1) y un promotor de B-actina de ratén (SEC ID NO:3), demostrando una
identidad de 84% entre nt 33 a nt 487 de SEC ID NO:1 y nt 1 a nt 449 de SEC ID NO:3. La secuencia del
promotor de B-actina de ratén (SEC ID NO:3) tiene una identidad de 80% a lo largo de toda la longitud de la
secuencia del promotor de p-actina de hamster de SEC ID NO:1.

La Figura 2B muestra un alineamiento entre porciones de secuencias nucleotidicas de un promotor de -
actina de hamster (SEC ID NO:1) y un promotor de B-actina de ratén (SEC ID NO:3), demostrando una
identidad de 83% entre nt 996 a nt 3006 de SEC ID NO:1 y nt 921 a nt 2953 de SEC ID NO:1.

La Figura 3 muestra un alineamiento entre porciones de secuencias nucleotidicas de un promotor de B-actina
de hamster (SEC | D NO:1) y un promotor de B-actina de hamster (n° de acceso de Genbank® U20114; SEC
ID NO:4), demostrando una identidad de 98% entre nt 1775 a nt 3006 de SEC ID NO:1 y nt 1 a nt 1232 de
SEC ID NO:4. La secuencia del gen de B-actina de ratdn tiene una identidad de 40% a lo largo de toda la
longitud de la secuencia del promotor de B-actina de hamster de SEC ID NO:1.

La Figura 4 muestra un alineamiento entre porciones de secuencias nucleotidicas de promotor de p-actina de
hamster (SEC ID NO:1) y un promotor de B-actina humano previamente conocido (n° de acceso GenBank®
gi28337; SEC ID NO:5), demostrando una identidad de 94% entre nt 113 a nt 148 de SEC ID NO:1y nt 38 a
nt 73 de SEC ID NO:5, una identidad de 83% entre nt 362 a nt 433 de SEC ID NO:1 y nt 303 a nt 374 de SEC
ID NO:5, una identidad de 90% entre nt 1728 a nt 1764 de SEC ID NO:1 y nt 1791 y nt 1830 de SEC ID
NO:5, y una identidad de 91% entre nt 1797 a nt 1966 de SEC ID NO:1 y nt 1840 a nt 2007 de SEC ID NO:5.
La secuencia del promotor de B-actina humano (SEC ID NO:5) muestra una identidad de 10% a lo largo de
toda la longitud de la secuencia del promotor de p-actina de hamster de SEC ID NO:1.

La Figura 5 muestra un alineamiento entre porciones de secuencias nucleotidicas de promotor de p-actina de
hamster (SEC ID NO:1) y un promotor de B-actina de pollo previamente conocido (n° de acceso GenBank®
gi2170437; SEC ID NO:6), demostrando una identidad de 83% entre nt 1878 a nt 1919 de SEC ID NO:1 y nt
186 a nt 227 de SEC ID NO:6. La secuencia del promotor de B-actina de pollo (SEC ID NO:6) muestra una
identidad de 1% a lo largo de toda la longitud de la secuencia del promotor de -actina de hamster de SEC ID
NO:1.

La Figura 6A representa una transferencia Northern para galectina, ferritina, y B-actina en células CHO-K1.
Los ARNm representativos se aislaron de células a 0, 4, 8, 10, y 15 horas después del tratamiento de las
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células con actinomicina D.

La Figura 6B representa niveles de expresion de ARNm relativos para genes de galectina, ferritina, y B-
actina. Los ARNm representativos se aislaron de células a 0, 4, 8, 10, y 15 horas después del tratamiento de
células CHO-K1 con actinomicina D.

La Figura 7A representa potencias relativas del promotor segun se mide en ensayos de transfeccion
transitoria en células CHO-K1 para los siguientes promotores: CMV, EF-1 humano, GAPDH de hamster,
rpS21 de hamster, y B-actina de hamster. Los promotores representativos se clonaron en direccion 5’ de un
gen de proteina fluorescente roja (RFP) en el plasmido pDsRED-1. La fluorescencia media se midié mediante
FACS.

La Figura 7B representa potencias relativas del promotor segiin se mide en ensayos de transfeccion estable
en células CHO-K1 para los siguientes promotores: CMV, EF-1 humano, GAPDH de hamster, rpS21 de
hamster, y B-actina de hamster. Los promotores representativos se clonaron en direccion 5’ de un gen de
proteina fluorescente roja (RFP) en el plasmido pDsRED-1. La fluorescencia media se midié mediante FACS.

La Figura 8A representa la expresion de la proteina esfingomielinasa acida (ASM) en medio procedente de
tres conjuntos de células CHO-DXB11 transfectadas con un vector que contiene el ADNc de ASM
operablemente ligado al promotor de CMV o al promotor de -actina de hamster. La expresion de ASM se
evalud en un ensayo de actividad enzimatica para ASM.

La Figura 8B representa la expresion de la proteina a-glucosidasa (GAA) en medio procedente de tres
conjuntos de células CHO-DXB11 transfectadas con un vector que contiene el ADNc de GAA ligado
operablemente al promotor de CMV o al promotor de B-actina de hamster. La expresion de GAA se evalu6 en
un ensayo de actividad enzimatica para GAA.

La Figura 9 representa la expresion de la proteina tPA en medio procedente de conjuntos de células CHO-
DXB11 transfectadas con un vector que contiene el ADNc de tPA ligado operablemente al promotor de B-
actina de hamster. La expresion de tPA se evalué usando ELISA.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

A fin de que la presente invencion se entienda mas facilmente, se definen en primer lugar ciertos términos. Las
definiciones adicionales se exponen a lo largo de la descripcion detallada.

El término “promotor” se refiere a un elemento regulador que dirige la transcripciéon de un acido nucleico al que esta
ligado operablemente. Un promotor puede regular tanto la velocidad como eficiencia de la transcripcion de un acido
nucleico ligado operablemente. Un promotor también puede estar ligado operablemente a otros elementos
reguladores que potencian (“potenciadores”) o reprimen (‘represores”) la transcripcion de un acido nucleico
dependiente del promotor. La expresion “ligado operablemente” se refiere a un acido nucleico colocado en una
relacion funcional con otro acido nucleico. Un promotor esta situado habitualmente 5’ (es decir, en direccion 5’) de
un sitio de iniciacion de la transcripcion en el acido nucleico. Un promotor, sin embargo, puede incluir secuencias 3’
(es decir, en direccion 3’) del sitio de iniciacion de la transcripcion. Un promotor también puede englobar regiones
tanto 5’ como 3’ del sitio de iniciacion de la transcripcion del acido nucleico ligado operablemente.

La expresion “actividad promotora” se refiere a la capacidad de un promotor para iniciar la transcripcion de un acido
nucleico al que esta ligado operablemente. La actividad promotora se puede medir usando procedimientos
conocidos en la técnica o como se describe en los Ejemplos. Por ejemplo, la actividad promotora se puede medir
como una cantidad de ARNm transcrito usando, por ejemplo, transferencia Northern o reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR). Como alternativa, la actividad promotora se puede medir como una cantidad de producto proteico
traducido, por ejemplo mediante transferencia Western, ELISA, ensayos colorimétricos tales como, por ejemplo, €l
ensayo de Bradford (Bradford (1976) Anal. Biochem., 72:248), y diversos ensayos de actividad, incluyendo ensayos
del gen informador y otros procedimientos conocidos en la técnica o como se describe en los Ejemplos.

El término “vector” se refiere a acido desoxirribonucleico, acido ribonucleico, o un analogo de acido nucleico, virico o
no virico, procariota o eucariota, que es capaz de portar otro acido nucleico. Un vector puede portar un acido
nucleico en una célula, denominada “célula hospedante”, de manera que todo o una parte del acido nucleico se
transcribe o se expresa. Como alternativa, un vector se puede usar en un ensayo de transcripcién in vitro. Los
vectores se ensamblan frecuentemente como compuestos de elementos derivados de diferentes genes viricos,
bacterianos, o de mamiferos. Los vectores contienen diversas secuencias codificantes y no codificantes que
incluyen secuencias que codifican marcadores seleccionables (por ejemplo, un gen de resistencia a antibiotico),
secuencias que facilitan su propagacion en bacterias, o una o mas unidades de transcripcion que se expresan
solamente en ciertos tipos de células. Por ejemplo, los vectores de expresién en mamiferos contienen a menudo
tanto secuencias procariotas que facilitan la propagacion del vector en bacterias como una o mas unidades de
transcripcion eucariotas que se expresan solamente en células eucariotas. Se apreciara por los expertos en la
técnica que el disefio del vector de expresion puede depender de factores tales como la eleccién de la célula
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hospedante a transformar, del nivel de expresién de proteina deseado, etc.

Los vectores incluyen, por ejemplo, plasmidos, fagémidos, y vectores viricos. Los vectores que tienen un promotor
existente se pueden modificar mediante técnicas de ADN recombinante estandar conocidas en la técnica para
sustituir el promotor por cualquiera de las secuencias promotoras expuestas en SEC ID NOs:1, 2, 3, 0 39, o una
variante de las mismas. En general, los vectores adecuados pueden escogerse de aquellos que estan
comercialmente disponibles, o se pueden construir usando técnicas de ADN recombinante estandar conocidas en la
técnica. (Véase, por ejemplo, Molecular Cloning: A Laboratory Manual: 2nd edition, Sambrook et al., 1989, Cold
Spring Harbor Laboratory Press).

Los términos “transformacion” y “transfeccion” se refieren a la introduccioén intracelular de un acido nucleico. Un
acido nucleico se puede introducir en una planta o en una célula de animal o en una célula procariota o eucariota
mediante un nimero de métodos conocidos en la técnica o descritos aqui.

El término “aislado” se refiere a un acido desoxirribonucleico, un acido ribonucleico, o un analogo de acido nucleico
que tiene una secuencia polinucleotidica que esta separada de otras secuencias de acido nucleico de tal manera
que no aparece de forma natural. Un acido nucleico aislado engloba acidos nucleicos que se pueden sintetizar
parcial o totalmente de manera quimica o recombinante y/o se pueden purificar mediante técnicas conocidas en la
técnica.

El término “variante”, con referencia a una secuencia promotora, se refiere a una secuencia nucleotidica que es
sustancialmente idéntica a lo largo de toda la longitud a la secuencia promotora o a su hebra complementaria a lo
largo de toda la longitud de la misma, con la condicion de que la variante tenga actividad promotora.

Las variantes de promotores de B-actina pueden tener la misma longitud que las secuencias nucleotidicas de de
SEC ID NOs:1, 2, o 3, o mas corta, en tanto que tengan una longitud de al menos 1250 nucledtidos. Las variantes
de los promotores de rpS21 pueden tener la misma longitud que la secuencia nucleotidica de SEC ID NO:39, o mas
corta, en tanto que tengan actividad promotora. Las variantes del promotor de -actina pueden ser de origen natural,
por ejemplo promotores de B-actina de origen natural aislados de especies distintas de ser humano y de pollo, o se
pueden generar artificialmente. La identidad entre el promotor de B-actina de hamster expuesto en SEC ID NO:1 y
una variante del mismo, cuando se alinean éptimamente, es al menos 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%,
85%, 90%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 0 99% a lo largo de toda la secuencia de SEC ID NO:1 desde nt
1 hasta nt 3007. De forma similar, la identidad entre el promotor de B-actina de rata expuesto en SEC ID NO:2 y una
variante del mismo es al menos 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, o
99% a lo largo de toda la secuencia de SEC ID NO:2 desde nt 1 hasta nt 2493. La identidad entre el promotor de (3-
actina de ratén de SEC ID NO:3 y una variante del mismo es al menos 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 0 99% a lo largo de toda la longitud de SEC ID NO:3 desde nt 1 hasta nt
2953. De forma similar, la identidad entre el promotor de rpS21 de hamster expuesto en SEC ID NO:39 y una
variante del mismo, cuando se alinean éptimamente, puede ser al menos 40%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 80%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 0 99% a lo largo de toda la longitud de SEC ID NO:39 desde nt 1
hasta nt 1958.

Las variantes de promotores de B-actina pueden incluir, por ejemplo, ortélogos de los promotores de B-actina en
otras especies, incluyendo roedores y otros mamiferos, pero excluyendo promotores de B-actina de ser humano y de
pollo y sus variantes conocidas. Las variantes de los promotores de la presente descripcion, incluida la presente
invencion, también se pueden encontrar en otras especies de roedores, tales como, por ejemplo, cobaya, marmota,
rata almizclera, jerbo, ardilla, ardilla rayada, perro de las praderas, castor, puerco espin, y topillo.

Los términos “variantes” engloban ademas fragmentos de uno cualquiera o mas de los promotores de la presente
descripcion, incluida la presente invencion que tienen actividad promotora. Las variantes de los promotores de j-
actina tienen al menos 1250 nucledtidos de longitud. Las variantes de los promotores de B-actina de la presente
descripcion se pueden obtener, por ejemplo, mediante truncamientos de 5 del promotor de B-actina de hamster
expuesto en SEC ID NO:1. En algunos casos, las variantes del promotor de B-actina incluyen secuencias de nt 50 a
nt 3000, de nt 100 a nt 3000, de nt 150 a nt 3000, de nt 200 a nt 3000, de nt 250 a nt 3000, de nt 500 a nt 3000, de
nt 1000 a nt 3000, o de nt 1500 a nt 3000 de SEC ID NO:1. En otros casos, las variantes del promotor de B-actina se
pueden obtener mediante truncamientos de 5’ de la secuencia expuesta en SEC ID NO:2, e incluyen, por ejemplo,
de nt 50 a nt 2490, de nt 100 a nt 2490, de nt 150 a nt 2490, de nt 200 a nt 2490, de nt 250 a nt 2490, de nt 500 a nt
2490, o de nt 1000 a nt 2490 de SEC ID NO:2. Las variantes del promotor de B-actina también se pueden obtener
mediante truncamientos de 5’ de la secuencia expuesta en SEC ID NO:3, e incluyen, por ejemplo, de nt 50 a nt
2950, de nt 100 a nt 2950, de nt 150 a nt 2950, de nt 200 a nt 2950, de nt 250 a nt 2950, de nt 500 a nt 2950, de nt
1000 a nt 2950, o de nt 1500 a nt 2950 de SEC ID NO:3. Los fragmentos mas largos del promotor de B-actina de
hamster se pueden obtener, por ejemplo, mediante truncamientos de 5’ de la secuencia nucleotidica del promotor de
hamster mas larga expuesta en SEC ID NO:7. Tales variantes incluyen, por ejemplo, secuencias de nt 50 a nt 3668,
de nt 100 a nt 3668, de nt 150 a nt 3668, de nt 200 a nt 3668, de nt 250 a nt 3668, de nt 500 a nt 3668, o de nt 600 a
nt 3668.
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Las variantes de promotores de rpS21 se pueden obtener mediante truncamientos de 5’ y/o truncamientos de 3’ de
la secuencia expuesta en SEC ID NO:39. Tales variantes incluyen, por ejemplo, secuencias de nt 50 a nt 1958, de nt
100 a nt 1958, de nt 150 a nt 1958, de nt 200 a nt 1958, de nt 250 a nt 1958, de nt 500 a nt 1958, de nt 1000 a nt
1958, de nt 1 ant 1900, de nt 1 a nt 1850, de nt 1 a nt 1800, de nt 1 ant 1750, de nt 1 a 1700, de nt 1 a nt 1600, o
de nt 1 a nt 1500.

En ciertos casos, un promotor de B-actina de la presente descripcion comprende un tramo contiguo de al menos
1250, 1500, 1550, 1600, 1650, 1700, 1750, 1800, 1850, 1900, 1950, 2000, 2500, o 3000 nucledtidos de SEC ID
NOs: 1, 2, o 3. Tales tramos contiguos de SEC ID NOs: 1, 2, y 3 también pueden contener una mutacion (insercién o
supresion) en tanto que la secuencia mutante retenga al menos cierta funcionalidad de la secuencia original y la
capacidad para hibridarse a las secuencias respectivas de SEC ID NOs: 1, 2, o 3 en condiciones de restriccion baja,
media o alta. Un tramo contiguo de un promotor de B-actina se puede obtener mediante truncamientos de 5’ de
cualquiera de las secuencias expuestas en SEC ID NO: 1, 2, 3, o 7 o sus variantes como se describe anteriormente.

En otros casos, un promotor de rpS21 de la presente descripcién comprende un tramo contiguo de al menos 500,
600, 700, 800, 900, 1000, 1100, 1200, 1300, 1400, 1500, 1600, 1700, 1800, 1850, o 1900 nucledtidos de SEC ID
NO: 39.

Las variantes del promotor de B-actina de la presente descripcion incluyen ademas secuencias nucleotidicas que se
hibridan a toda la longitud de las secuencias del promotor de B-actina mostradas en SEC ID NOs: 1, 2, o0 3, o sus
complementos, y que tienen como maximo 0, 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45% de desemparejamientos
de pares de bases. Las variantes del promotor de rpS21 de la presente descripcion incluyen secuencias
nucleotidicas que se hibridan a toda la longitud de la secuencia del promotor de rpS21 mostrada en SEC ID NO:39,
0 su complemento, y que tienen como maximo 0, 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 45, 50, 55, 60% de
desemparejamientos de pares de bases. El porcentaje de desemparejamientos de pares de bases se puede
determinar mediante técnicas estandar conocidas en la técnica, o como se describe aqui. El término “heterdlogo”,
cuando se usa con referencia a un acido nucleico, significa un acido nucleico distinto del acido nucleico al que esta
ligado operablemente un promotor en un genoma de origen natural. Por ejemplo, el término “heterdlogo” se refiere a
cualquier acido nucleico distinto del gen de p-actina de hamster cuando tal acido nucleico esta ligado operablemente
a un promotor de B-actina de hamster. Igualmente, el término “heterdlogo” se refiere a cualquier acido nucleico
distinto del gen de B-actina de rata cuando tal acido nucleico esta ligado operablemente a un promotor de B-actina
de rata. De forma similar, el término “heterélogo” se refiere a cualquier acido nucleico cuando tal acido nucleico esta
ligado operablemente al promotor de B-actina de raton. De forma analoga, este término también se refiere a
cualquier acido nucleico distinto del gen de rpS21 de hamster cuando tal acido nucleico esta ligado operablemente a
un promotor de rpS21 de hamster.

El término “transgénico” se refiere a cualquier animal que contiene células manipuladas genéticamente en las que
un promotor de la invencion ya no esta ligado operablemente al mismo acido nucleico como en un genoma de origen
natural. El término “transgénico” engloba, por ejemplo, un animal que contiene células con un promotor de la
invencion o una variante del mismo integrado en el cromosoma del animal. El término “transgénico” también engloba
un animal que contiene células con una secuencia de ADN que se replica extracromosdmicamente que comprende
un promotor de la invencién o una variante del mismo. El animal transgénico puede ser un mamifero, tal como un
roedor o un ser humano.

Esta invencion se basa, en parte, en el descubrimiento y aislamiento de nuevos promotores para los genes de -
actina y de rpS21. Especificamente, esta presente descripcion presenta promotores de B-actina de roedor,
incluyendo, pero sin limitarse a, hamster, rata y ratén, y el promotor de rpS21 de hamster. Esta invencion se basa en
el descubrimiento y demostracion de que los promotores de B-actina de la presente descripcion tienen actividad
promotora que es mayor que la actividad del promotor de CMV, como se describe en los Ejemplos. La invencién se
basa ademas en el descubrimiento de que el promotor de rpS21 de hamster es al menos tan activo como el
promotor de B-actina de hamster cuando se usa para expresar ciertos genes.

La presente descripcion proporciona secuencias nucleotidicas para promotores de p-actina de roedor, incluyendo
hamster, rata y ratén, y métodos de uso de las mismas. La presente descripcion proporciona ademas métodos para
la identificacion y aislamiento de variantes de promotores de la invencion, incluyendo homélogos y fragmentos de
promotores que tienen actividad promotora. Adicionalmente, la invencion proporciona una secuencia nucleotidica
para el promotor de rpS21 de hamster, y métodos de uso de la misma.

En los experimentos que conducen a la presente invencion, un clon gendmico para el promotor de B-actina de
hamster se aislé a partir de células CHO tras su identificacion como un promotor activo mediante una técnica
denominada Analisis en Serie de Expresion Génica o “SAGE” (Valculesco et al. (1995) Science, 270: 484-487 y
Valculesco et al. (1987) Cell, 88: 243-251). La técnica de SAGE se puede usar para la obtencion del perfil de
transcripcion de todo el genoma. El promotor de B-actina se identificé como uno de los promotores mas activos en
células CHO usando SAGE. Esto condujo a la clonacion del promotor para B-actina en células CHO. Se usé un
enfoque similar para el aislamiento del promotor de rpS21 de hamster a partir de células CHO. Este enfoque se
puede usar para la obtencion del perfil de transcripcion de otros genoma para confirmar que los promotores de -
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actina o promotor de rpS21 correspondientes son activos en otro genoma. Tal promotor se puede clonar usando
técnicas estandar conocidas en la técnica, o aquellas descritas aqui. Las variantes de promotores de la presente
descripcion se pueden identificar mediante hibridacién a una o mas de las secuencias promotoras expuestas en
SEC ID NOs: 1, 2, 3, o0 39. Es bien conocido que la temperatura de fusién (Tm) de un acido nucleico bicatenario
disminuye 1-1,5°C cada 1% de disminucion de la homologia (véase, por ejemplo, Bonner et al. (1973) J. Mol. Biol.,
81: 123). Por lo tanto, los homoélogos de las especies se pueden identificar, por ejemplo, hibridando una secuencia
nucleotidica putativa con una secuencia nucleotidica de SEC ID NOs: 1, 2, 3, o 39, o una variante de la misma, y
comparando la temperatura de fusién de tal hibrido con la temperatura de fusién de un hibrido que comprende una
secuencia nucleotidica de SEC ID NOs: 1, 2, 3, o 39, o una variante de la misma, y una secuencia nucleotidica
complementaria. El numero de desemparejamientos de pares de bases se puede calcular entonces para el hibrido
de ensayo. Por lo tanto, una menor diferencia entre las temperaturas de fusion del hibrido de ensayo y un hibrido
que contiene un homologo putativo de una cualquiera de las secuencias en SEC ID NOs: 1, 2,3, o0 39, indicara una
mayor homologia entre la secuencia nucleotidica putativa y una secuencia promotora de la presente descripcion.
Por ejemplo, las variantes en otras especies de roedores, tales como cobaya, marmota, rata almizclera, jerbo,
ardilla, ardilla rayada, perro de las praderas, castor, puerco espin, y topillo, pueden exhibir una mayor homologia con
promotores de la presente descripcion y sus variantes.

Se sabe que una variedad de factores afectan a la eficiencia de hibridacion de dos hebras de secuencia
nucleotidica. Estos pueden incluir, por ejemplo, la longitud de la secuencia nucleotidica, la concentracion de sal y el
contenido de G/C de las secuencias. Por ejemplo, para la hibridacion de fragmentos largos de ADN, Howley et al.
(1979) J. Biol. Chem., 254: 4876, determinaron que la temperatura de fusion a la que 50% de un ADN se hibrida a
una hebra complementaria se define mediante:

Tm=81,5+16,6 logM + 41 (%G + %C) — 500/L — 0,62F
en la que
M es la concentracién molar de cationes monovalentes;
(%G + %C) es la fraccién respectiva de nucledtidos G y C en las secuencias;
L es la longitud del ADN hibrido; y
F es la concentracion molar de formamida.

Las condiciones de hibridaciéon apropiadas se pueden seleccionar por los expertos en la técnica con una
experimentacion minima, como se ejemplifica en Ausubel et al. (1995) Current Protocols in Molecular Biology, John
Wiley & Sons, secciones 2, 4, y 6. Adicionalmente, las condiciones restrictivas se describen en Sambrook et al.
(1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 ed., Cold Spring Harbor Press, capitulos 7, 9, y 11.

Un ejemplo no limitante de condiciones de hibridaciéon de baja restriccion es como sigue. Los filtros que contienen
ADN se pretratan durante 6 h a 40°C en una disoluciéon que contiene 35% de formamida, 5 x SSC, 50 mM de Tris-
HCI (pH 7,5), 5 mM de EDTA, 0,1% de PVP, 0,1% de Ficoll™, 1% de BSA, y 500 pg/ml de ADN de esperma de
salmoén desnaturalizado. Las hibridaciones se llevan a cabo en la misma disolucion con las siguientes
modificaciones: se usa 0,02% de PVP, 0,02% de Ficoll™, 0,2% de BSA, 100 ug/ml de ADN de esperma de salmén,
10% (pesol/vol) de sulfato de dextrano, y 5-20 x 106 sonda marcada con 32P. Los filtros se incuban en mezcla de
hibridacion durante 18-20 h a 40°C, y después se lavan durante 1,5 horas a 55°C en una disolucién que contiene 2 x
SSC, 25 mM de Tris-HCI (pH 7,4), 5 mM de EDTA, y 0,1% de SDS. La disolucidon de lavado se sustituye por
disolucion reciente y se incuba durante 1,5 horas adicionales a 60°C. Los filtros se secaron y se expusieron para
autorradiografia. Se pueden usar otras condiciones de baja restriccion bien conocidas en la técnica (por ejemplo,
como se emplean para hibridaciones de entre especies).

Un ejemplo no limitante de condiciones de hibridacidon de restriccion elevada es como sigue. La prehibridacion de
filtros que contienen ADN se lleva a cabo durante 8 h toda la noche a 65°C en tampdn que contiene 6 x SSC, 50 mM
de Tris-HCI (pH 7,5), 1 mM de EDTA, 0,02% de PVP, 0,02% de Ficoll™, 0,02% de BSA, y 500 ug/ml de ADN de
esperma de salmén desnaturalizado. Los filtros se hibridan durante 48 horas a 65°C en la mezcla de prehibridacion
qzue contiene 100 ug/ml de ADN de esperma de salmén desnaturalizado y 5-20 x 10° cpm de sonda marcada con
32p. El lavado de los filtros se realiza a 37°C durante 1 hora en una disolucion que contiene 2 x SSC, 0,01% de PVP,
0,01% de Ficoll™, y 0,01% de BSA. Esto fue seguido de un lavado en 0,1 x SSC a 50°C durante 45 minutos.

Un ejemplo no limitante de condiciones de hibridacion de restriccion moderada incluye prelavar los filtros en 5 x
SSC, 0,5% de SDS, 1,0 mM de EDTA, pH 8,0; hibridar en 50% de formamida, 6 x SSC a 42°C; y lavar los filtros en
0,5 x SSC, 0,1% de SDS a 60°C.

Las variantes de los promotores de la presente descripcion también se pueden identificar mediante el porcentaje de
identidad entre secuencias nucleotidicas para variantes putativas y las secuencias expuestas en SEC ID NOs: 1, 2,
3, 0 39, o sus hebras complementarias. El porcentaje de identidad se puede determinar, por ejemplo, mediante
inspeccion visual o usando diversos programas de ordenador conocidos en la técnica, o como se describe en los
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Ejemplos. Por ejemplo, el porcentaje de identidad de dos secuencias nucleotidicas se puede determinar
comparando la informacion de secuencia usando el programa de ordenador GAP descrito por Devereux et al. (1984)
Nucl. Acids. Res., 12: 387 y disponible en la University de Wisconsin Genetics Computer Group (UWGCG). El
porcentaje de identidad también se puede determinar alineando dos secuencias nucleotidicas usando el programa
BLAST® (www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST) como se describe por Tatusova et al. (1999) FEMS Microbiol. Lett., 174:
247. Por ejemplo, para alineamientos de secuencias nucleotidicas usando el programa BLAST®, los ajustes por
defecto son los siguientes: el premio para emparejamiento es 2, la penalizacion para desemparejamiento es -2, las
penalizaciones de apertura de salto y de extension de salto son 5 y 2 respectivamente, el valor de X-dropoff del salto
es 50, el valor esperado es 10, el tamafo de palabra es 11, y el filtro esta OFF.

Los promotores de la presente descripcion identificados mediante identidad de secuencia incluyen, por ejemplo,
secuencias expuestas en SEC ID NOs: 2 y 3 para promotores de B-actina de rata y de ratén, que muestran 67% y
80% de identidad, respectivamente, con nt 1 a nt 3007 de la secuencia del promotor de B-actina de hamster
expuesta en SEC ID NO:1. Se pueden identificar facilmente variantes adicionales usando las diversas técnicas
descritas aqui y aquellas conocidas en la técnica.

El porcentaje de identidad entre el promotor de B-actina de hamster (SEC ID NO:1) y promotores de B-actina
conocidos se puede determinar como se describe. Por ejemplo, cuando SEC ID NO:1 se compara con el promotor
de B-actina humano (SEC ID NO:5) usando el alineamiento de secuencias BLAST® con parametros por defecto,
exhibe solamente alrededor de una identidad de 10% a lo largo de toda la longitud de SEC ID NO:1. De forma
similar, cuando SEC ID NO:1 se compara con el promotor de B-actina de pollo (SEC ID NO:6), exhibe solamente
alrededor de 1% de identidad a lo largo de toda la longitud de SEC ID NO:1. Debido a tales niveles bajos de
homologia, los promotores de B-actina humano y de pollo no se consideran variantes de la secuencia del promotor
de B-actina de hamster de SEC ID NO:1. Ademas, la porcion de 3’ de SEC ID NO:1 muestra homologia significativa
con la porcion de 5’ de la secuencia del gen de B-actina de hamster (n° de acceso de GenBank® U20114; SEC ID
NO:4). En particular, los primeros 1232 nucleétidos de SEC ID NO:4 muestran una identidad de 98% con la porcion
de 3’ de SEC ID NO:1, como se representa en la Figura 3. Esta identidad esta en la region del primer intrén en el
gen de B-actina de hamster. En conjunto, SEC ID NO:4 muestra solamente 40% de identidad a lo largo de toda la
longitud de SEC ID NO:1. Ademas, no se ha descrito actividad promotora para SEC ID NO:4, o fragmentos de la
misma.

Usando el alineamiento de secuencias BLAST® con parametros por defecto, no se detecté homologia entre el
promotor de rpS21 humano previamente conocido (nt 1-2344 de n° de acceso GenBank® AJ250907) y nt 1 a 1958
de promotor de rpS21 de hamster de SEC ID NO:39. Se detecta un nivel muy bajo de homologia entre el promotor
de rpS21 de hamster de SEC ID NO:39 y ADN gendmico de ratdn que abarca el gen de rpS21 de raton (n° de
acceso GenBank® NT_039212). Hay dos regiones de homologia en las secuencias de raton. La primera va de nt
1775 a nt 1945 de SEC ID NO:39 (137 de 172 nts coinciden). La segunda va de nt 580 a nt 851 de SEC ID NO:39
(208 de 274 nts coinciden). Estas dos regiones de homologia estan separadas por 923 nts en la secuencia de
hamster (SEC ID NO:39) y por 1745 nts en la secuencia gendmica de raton (NT_039212).

En consecuencia, en algunas realizaciones, un promotor aislado o una variante del mismo que tiene actividad
promotora comprende la secuencia o secuencias nucleotidicas como se exponen desde nt 1775 a nt 1945 de SEC
ID No: 39, y/o de nt 580 a nt 851 de SEC ID NO: 39. Opcionalmente, tal promotor o variante comprende ademas
toda o una porcién de SEC ID NO:39 como se expone desde nt 852 a nt 1774.

Las secuencias nucleotidicas expuestas en SEC ID NOs: 1, 2, 3, o 39, o sus variantes, se pueden usar como
sondas para identificar bibliotecas gendmicas para el aislamiento de secuencias genémicas que se hibridan a una o
mas de las secuencias expuestas en SEC ID NOs: 1, 2, 3, 0 39, o sus variantes.

Un promotor, segun la invencién, o una variante del mismo, esta ligado operablemente a un acido nucleico
heterdélogo que lo expresa. El promotor se puede usar solo o en combinacion con otros elementos reguladores tales
como, por ejemplo, potenciadores y represores. Como alternativa, tal promotor se puede integrar en el genoma de
una célula hospedante o de un animal, para expresar de ese modo un gen endégeno en el hospedante. Un promotor
segun la invencién se puede usar en un vector para la expresion de acidos nucleicos heterélogos. En ciertas
realizaciones, el acido nucleico heterdlogo codifica una proteina terapéutica. Los ejemplos de proteinas terapéuticas
incluyen, pero no se limitan a, a-glucosidasa, esfingomielinasa acida, insulina, activador de plasmindgeno tisular,
hormona estimulante de la tiroides, eritropoyetina, glucocerebrosidasa, a-galactosidasa, y diversos anticuerpos. Los
ejemplos de anticuerpos incluyen, pero no se limitan a, anticuerpos que se unen a miembros de la familia de TGF-j,
tales como, por ejemplo, TGF-B-1, 2,y 3.

Esta invencién proporciona ademas vectores que comprenden un promotor de la invencién o una variante del mismo
que tiene actividad promotora. En algunas realizaciones, los vectores de la invencion incluyen un sitio de enzima de
restriccion adecuado en direccion 3’ del promotor, para la insercion del acido nucleico heterdlogo. Tal sitio de enzima
de restriccion puede incluir un sitio de restriccién para una Unica enzima de restriccion, o puede incluir sitios de
restriccién para una variedad de enzimas de restriccion a fin de facilitar la insercién de muchos acidos nucleicos
heterdlogos diferentes. Un vector segun la invencion también puede contener una secuencia de poliadenilacion en
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direccion 3’ del sitio para insertar un acido nucleico heterdlogo. Los vectores que comprenden promotores de la
invencion también pueden contener elementos de ADN procariotas para la replicacion bacteriana, y un marcador de
seleccion por antibioticos para el crecimiento y seleccion del vector en células bacterianas, y elementos de ADN
adicionales que controlan el procesamiento de transcritos, tales como, por ejemplo, sefiales de terminacion. Los
vectores pueden contener ademas secuencias de ADN para dirigir la secrecion de una proteina fuera de las células
hospedantes.

En ciertas realizaciones, un vector que contiene una secuencia promotora de la invencion es un vector bicistrénico.
Se disefian vectores bicistrénicos de manera que dos acidos nucleicos se puedan transcribir para producir un Unico
transcrito. Tal transcrito contiene habitualmente una primera porcidon que es traducida en una proteina, y una
segunda porcion traducida en una segunda proteina. Una proteina puede ser una proteina de interés, tal como una
proteina terapéutica, y una segunda proteina se puede usar como un marcador seleccionable. Los vectores
bicistronicos contienen habitualmente un promotor y un sitio interno de entrada al ribosoma o IRES situado entre dos
acidos nucleicos. Esto permite la transcripcién de los dos acidos nucleicos como un Unico ARNm bicistrénico. De
esta manera, se puede construir un vector que incluye un promotor de B-actina de la presente descripciéon, o una
variante del mismo, y un IRES entre dos acidos nucleicos heterdlogos. Un vector bicistrénico que contiene un
promotor de B-actina de la presente descripcion, o una variante del mismo, se puede usar para expresar una
proteina terapéutica tal como, por ejemplo, esfingomielinasa acida o a-glucosidasa, junto con un gen informador.

La presente descripcion proporciona ademas ensayos para identificar aquellas variantes de promotores de -actina
y de rpS21 de la presente descripcion que tienen actividad promotora. Por ejemplo, un promotor de la invencién o
variante del mismo se inserta en un vector adecuado en direccién 5 de un gen informador, y la expresion del gen
informador se usa como un determinante de la actividad promotora. Por ejemplo, para la identificacion de variantes
de promotores de la invencidon que tienen actividad promotora, tal variante se clona en direccién 5 de un gen
informador. Un gen informador puede codificar una enzima que cataliza una reaccion que produce una sefial
visualmente detectable. Los ejemplos de tales genes informadores incluyen B-galactosidasa y luciferasa. Los
ejemplos de otros genes informadores incluyen fosfatasa alcalina, nopalina sintasa, octopina sintasa, B-
glucoronidasa, cloranfenicol acetiltransferasa. En los Ejemplos expuestos mas abajo, un gen informador que codifica
una proteina fluorescente roja (RFP) de Discosoma striata se usa para medir la actividad promotora. Los expertos
en la técnica, sin embargo, pueden usar cualquier gen informador y técnica de ensayo adecuados para determinar la
actividad promotora. La expresion de un gen informador a partir del promotor se puede evaluar en un sistema de
expresion in vitro, o puede ser intracelular (por ejemplo, in vivo).

La invencion proporciona ademas células hospedantes que se han transfectado con un vector de la invencién que
comprende un promotor ligado operablemente a un gen heterdlogo. Tal célula hospedante puede ser una célula
procariota o una célula eucariota. Las células hospedantes pueden ser células en cultivo, o pueden estar presentes
en un animal no humano. Los ejemplos de células hospedantes en cultivo incluyen, pero no se limitan a, células
Hela, células CHO, NSO, células HEK, células BHK, NIH-3T3, células MDCK, y células COS. Las células
hospedantes en cultivo se pueden hacer crecer en suspensiéon o en microportadores, como se describe en los
Ejemplos.

Para introducir acidos nucleicos de la invencién en una célula hospedante, se pueden usar muchos métodos
adecuados. Los vectores que comprenden secuencias promotoras de la invencion se pueden introducir en células
procariotas o eucariotas. Los ejemplos de técnicas que se pueden usar para la introduccion de acidos nucleicos en
células eucariotas incluyen, por ejemplo, precipitacion con fosfato de calcio, transfeccion mediante DEAE-dextrano,
electroporacion, transfeccién mediada por liposomas, transduccién usando vectores viricos, etc.

Para la producciéon de proteinas usando promotores de la invencién, se pueden emplear muchos sistemas de
expresion adecuados. Uno de tales sistemas de expresion emplea un gen de dihidrofolato reductasa (DHFR) que se
introduce en el vector que comprende un promotor de la invencion o una variante del mismo ligado operablemente a
un acido nucleico heterélogo. Como alternativa, un vector de expresion que expresa DHFR se puede cotransfectar
en la célula hospedante, si se usa para la expresion una célula deficiente en DHFR. Cuando se aplican
concentraciones crecientes de metotrexato (MTX), un inhibidor competitivo de la enzima esencial DHFR, a las
células transfectadas, solamente sobreviven las células con mayores niveles de expresion de DHFR. A medida que
se incrementan adicionalmente los niveles de MTX, solamente sobreviven las células que amplifican el nimero de
copias del gen de DHFR. De esta manera, incrementando el nimero de copias del vector que comprende el
promotor, se puede lograr una mayor expresion del acido nucleico heterélogo, conduciendo de ese modo a mayor
produccion de proteina. Un segundo sistema de expresion emplea un gen de glutamina sintetasa (GS) que se
introduce en el vector que comprende un promotor de la invencion o una variante del mismo ligado operablemente a
un acido nucleico heterdlogo. La adicion de un inhibidor competitivo de GS, por ejemplo metionina sulfoximina
(MSX), se usa para incrementar el nimero de copias del vector que conduce a una mayor produccion de proteina.

Cualquier sistema para la expresion de proteinas usando promotores de la invencion, se puede usar cualquier
sistema de expresion procariota o eucariota adecuado. Los ejemplos de sistemas de expresion incluyen, pero no se
limitan a, sistemas de expresion vegetales, de baculovirus, de levadura, bacterianos, de Drosophila, de mamiferos, y
sistemas de expresion libres de células. Los métodos estandar para introducir vectores de expresion en células de
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mamiferos, bacterianas, de levadura, de insectos y vegetales se proporcionan, por ejemplo, por Ausubel (1995),
mas arriba.

En ciertas realizaciones, los promotores de la invencion y sus variantes se usan en métodos de terapia génica. Por
ejemplo, un promotor de la invencién o una variante del mismo se clona en un vector de terapia génica virico o no
virico de manera que esté ligado operablemente a un gen de interés. El promotor dirige la expresion del gen que
codifica una proteina terapéutica cuando el vector se suministra a un sujeto, por ejemplo un paciente humano.

Los siguientes ejemplos proporcionan casos ilustrativos de la presente descripcion, incluida la presente invencion.
Alguien de pericia normal en la técnica reconocera las numerosas modificaciones y variaciones que se pueden llevar
a cabo. Tales modificaciones y variaciones estan englobadas dentro del alcance de la presente descripcion. Los
ejemplos no limitan de ningin modo la presente descripcion.

EJEMPLOS
Lo siguiente describe materiales y métodos usados en los Ejemplos subsiguientes.
A. Cultivo de células CHO-K1

Las células CHO-K1 se obtuvieron de la American Type Culture Collection (Manassas, VA) (ATCC n° CRL-9618).
Las células se cultivaron en cultivos de agitaciéon de 250 ml que contienen 15 g/l de microportadores DE-52
(Whatman, Kent, UK) en medio de cultivo celular 925 suplementado con 10% de suero de ternera donante (DCS)
(Invitrogen). Las células se mantuvieron a 37°C usando una capa de 20-40% de O» y 5% de CO-, y se agitaron a
aproximadamente 60 rpm durante seis dias. Tras el crecimiento de las células en presencia de suero, los cultivos se
sometieron a una renovacion diaria del 80% (v/v) con medio 925 libre de suero. Las células se hicieron crecer en
medio libre de suero durante 11 dias antes de la extraccion del ARN de las células. Para la determinacion de la
semivida del ARNm, se afiadieron 7 mg/ml de actinomicina D a los cultivos en la fase libre de suero.

B. Extraccion y analisis del ARN

El ARN se aislé de células CHO-K1 usando el kit RNAgents de Promega (Madison, WI). La expresion génica se
analizé6 mediante transferencia Northern. Para el analisis de transferencia Northern, se separaron 5 ug de ARN
mediante electroforesis en un gel desnaturalizante de glicoxal/dimetilsulféxido usando un kit NorthernMax®-Gly
(Ambion, Austin, TX). EI ARN se transfirié subsiguientemente a membranas de nailon (Schleicher & Schuell, Dassel,
Alemania). Las transferencias se sondaron con las siguientes sondas génicas amplificadas mediante PCR: galectina
(n° de acceso GenBank® M96676, nt 14-383); B-actina (n° de acceso Genbank® U20114, nt 238-381); EF-1 (n° de
acceso GenBank® D00522, nt 7-192); rpS21 (n° de acceso GenBank® X79059, nt 68-340); ferritina (n° de acceso
GenBank® M99692, nt 182-303) o un fragmento comercialmente disponible de glicerilaldehido 3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) (Ambion, Austin, TX). Cada producto de PCR se radiomarcé mediante cebado aleatorio.
Los cebadores de la PCR usados para la amplificacion de cada uno de los genes se dan en la Tabla 1.

TABLA 1

Gen Cebador Secuencia SEC ID NO:
B-actina directo GCTCTTTCTTCGCCGCTCC 8
B-actina inverso ACCACCCTCCAGCCTTCCC 9
EF-1 directo GAACGCAGGTGTTGTGAAAA 10
EF-1 inverso CTCGGCAGCCTCCTTCT 11
rpS21 directo GTGGACCTGTACGTGC 12
rpS21 inverso TTCTCACTTTTATTTATGAC 13
ferritina directo CGCCAGAACTACCACCAGGAC 14
ferritina inverso TTCAGAGCCACATCATCCCG 15
galectina directo TGGTCGCAAGCAACCTGAATC 16
galectina inverso TTGAAGTCACCGTCTGCCGC 17

C. Transfeccion de células CHO-K1
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Para la transfeccion transitoria, se colocaron células CHO-K1 en placas de 6 pocillos en medio 925 con 10% de
suero fetal bovino (FBS) (Invitrogen). Las células se hicieron crecer hasta 50-75% de confluencia antes de la
transfeccion usando Lipofectamine™ (Invitrogen). El plasmido pDsRED-1 (Clontech, Palo Alto, CA) se cotransfecté
con el plasmido pSV40-CD20, que codifica un marcador CD20 de la superficie celular usado para identificar células
transfectadas. Este plasmido pDsRED-1 codifica una proteina fluorescente roja (RFP) de Discosoma striata, cuya
expresion se puede detectar mediante FACS. Las transfecciones se llevaron a cabo segun las instrucciones del
fabricante. De forma breve, las células se incubaron con complejos de lipido-ADN durante 16 h en medio Opti-
MEM™ libre de suero (Invitrogen). El medio se renové con medio 925 con 10% de FBS, y las células se cosecharon
48 horas después de la transfeccion.

D. Analisis de clasificacién celular activada por fluorescencia

Para el analisis de FACS, 1 x 10° células se tripsinizaron y se lavaron con PBS fria que contiene 2% de FBS. Las
células se incubaron subsiguientemente con un anticuerpo anti-CD20 marcado con FITC (Pharmingen, San Diego,
CA) durante 30 minutos en hielo. Las células se lavaron entonces con PBS fria que contiene 2% de FBS, y se
resuspendieron en 1 ml de PBS frio/2% de FBS. El analisis de FACS se llevé a cabo usando FACSCalibur™ (BD
Biosciences, San Diego, CA). Todos los sucesos positivos para CD20 se evaluaron en busca de la intensidad de
fluorescencia media de la proteina fluorescente roja, para evaluar la potencia del promotor.

E. Ensayo de ASM

Se incubaron a 37°C medios de células transfectadas con un vector que codifica esfingomielinasa acida (ASM) con
el sustrato sintético 2-(N-hexadecanoilamino)-4-nitrofenilfosforilcloro (Calbiochem, San Diego, CA) a la
concentracion de 12,5 mM en acetato de sodio 250 mM, pH 5,5, que contiene acetato de cinc 0,1 mM, seroalbimina
bovina (BSA) 0,25 mg/ml, y Tween 20 al 0,15%. Las reacciones se detuvieron mediante adicion de 0,2 M de glicina-
NaOH que contiene 50% de etanol. La actividad o cantidad de ASM se midié6 mediante la cantidad de 2-(N-
hexadecanoilamino)-4-nitrofenolato producida, usando un ensayo colorimétrico midiendo la densidad 6ptica a 415
nm.

F. Ensayo de GAA

Se incubaron a 37°C medios procedentes de células transfectadas con un vector que codifica a-glucosidasa (GAA)
con el sustrato sintético p-nitrofenil-D-a-glucopirandsido (Sigma, St. Louis, MO) a una concentracion de 40 mM en
acetato de sodio 50 mM, pH 4,3, que contiene seroalbumina bovina (BSA) al 0,1%. Las reacciones se detuvieron
mediante adicién de glicina 0,3 M, pH 10,6. La actividad o cantidad de GAA se midi6 mediante la cantidad de p-
nitrofenilo producida, usando un ensayo colorimétrico midiendo la densidad éptica a 400 nm.

Ejemplo 1: Identificacion del promotor de B-actina en células CHO-K1

Se uso el Analisis en Serie de Expresion Génica (SAGE) para analizar todo el perfil de transcripcion de células
CHO-K1 que se hicieron crecer en cultivo de agitacion perfundido libre de suero.

La primera etapa en SAGE implicé la sintesis de ADN bicatenario a partir de ARNm aislado de células CHO-K1
usando técnicas estandar. EI ADNc se escindié subsiguientemente con la endonucleasa de restriccion Nialll,
también denominada una enzima de anclaje, que se espera que escinda la mayoria de los transcritos al menos una
vez. La porcién de 3’ de cada ADNc escindido se aislé mediante unién a perlas de estreptavidina. El conjunto de
ADNCc se dividio entonces a la mitad y se ligé via el anclaje del sitio de restriccion a un ligador que contiene un sitio
de endonucleasa de restriccion de tipo Il (por ejemplo, Fokl). Las endonucleasas de restriccion de tipo Il escinden a
una distancia definida hasta 20 pares de bases lejos de sus sitios de reconocimiento asimétricos. La enzima de tipo
Il se denomina tipicamente una enzima etiquetadora. La escision del producto de ligacién con la enzima
etiqguetadora da como resultado la liberacion de un ligador con trozos cortos del ADNc. Una combinacion de las
enzimas de anclaje y etiquetadoras produce una etiqueta de 10 pares de bases que es Unica para un gen.

Usando este enfoque, se representaron etiquetas de secuencias para cada gen mediante el sitio Nialll
mayoritariamente 3’ seguido de una secuencia de 10 pb Unica. En los casos en los que las etiquetas no se pudieron
asignar a genes conocidos, un ADNc de biblioteca de SAGE se amplifico6 mediante PCR usando la etiqueta de
SAGE y un cebador directo M13 usado habitualmente (GTTTTCCCAGTCACGAC, SEC ID NO:18). Los productos de
la PCR se clonaron subsiguientemente en el vector pCR2.1 (Invitrogen) y se secuenciaron usando técnicas
estandar. La identificacion de los genes se basé en la homologia de la secuencia de productos de PCR con
secuencias conocidas en GenBank® (www.ncbi.nim.nih.gov/genbank).

Se llevd a cabo un alineamiento de BLAST® (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) de secuencias nucleotidicas con sus
contrapartes de ratén y/o rata para identificar el gen a partir del que se obtuvo la etiqueta. De las dieciséis etiquetas
mas abundantes identificadas en este analisis (Tabla 2), se identifico los genes para todas las etiquetas menos una.
De los quince genes identificados, cinco tuvieron origen mitocondrial, y tres fueron elementos repetitivos nucleares.
La aparicion de multiples copias de estos genes en cada célula fue la causa probable de su abundancia en el
resultado de SAGE. Tales secuencias no se consideraron para una evaluacion posterior.
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TABLA 2

Abundancia Etiqueta Gen SEC ID NO: Identificado
38 CATGGAAGCAGAAT Repeticion Alu 19 J00052
33 CATGCAGGAGCTTC COX | Mito 20 PCR
27 CATGGGGGAGCGTT | Proteina ribosémica S21 21 PCR
27 CATGGTACTGACAC COX Il Mito 22 PCR
20 CATGGCCTCCAAGG | GAPDH 23 X52123
20 CATGATAATACGTA ATPasa 6 Mito 24 M14311
19 CATGCCTTTAATCC Repeticion B-1 25 PCR
18 CATGAATCGGAGGC | Citocromo B Mito 26 J01436
18 CATGAGGCAGACAG | EF-1 27 D00522
18 CATGGCGGCAGACG | Galectina (L-14) 28 M96676
16 CATGGTGGCTCACA Repeticion Alu 29 J00056
15 CATGTTGGCTGCCG Cadena pesada de ferritina 30 M99692
14 CATGCCCTGTGCCG Ninguna coincidencia 31
13 CATGAGAGCGAAGT Proteina ribosémica L41 32 X82550
13 CATGAGGAGGCCTA | NADH deshidrogenasa mitocondrial 33 PCR
12 CATGCCCTGAGTCC B-Actina 34 AF014363

Usando este enfoque, los promotores de cuatro genes se identificaron como los mas activos en células CHO-K1.
Estos promotores fueron: B-actina, proteina ribosomica S21 (rpS21), factor de alargamiento 1 (EF-1), y
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH). Los niveles elevados de estos ARNm en células CHO-K1
podrian ser debido a la actividad promotora de sus promotores respectivos, o debido a la estabilidad innata de los
ARNm. Aunque el analisis de SAGE proporciona una cuantificacion de los niveles globales en el estado estacionario
para los ARNm para genes, no distingue entre actividad promotora del gen y estabilidad del ARNm como la base de
la expresion elevada del ARNm. De este modo, a fin de distinguir entre las dos posibilidades, se midi6 la semivida
de los ARNm. De forma breve, la expresion de los genes candidatos se evalu6 mediante analisis de transferencia
Northern de células CHO-K1 en cultivos con agitacién en puntos variables tras el tratamiento de células con
actinomicina D.

Inicialmente, se analizaron los genes de rpS21, GAPDH y EF-1, y se encontré que todos ellos tienen ARNm
relativamente estables con semividas mayores que 8 horas. Estos resultados sugieren que la mayor abundancia de
estos ARNm resulté de la mayor estabilidad de los ARNm y no necesariamente mayores actividades de los
promotores respectivos.

También se midi6 mediante analisis de transferencia Northern la semivida de los ARNm de galectina, ferritina, y B-
actina, como se describe anteriormente, a 0, 4, 8, 10, y 15 horas después del tratamiento de las células con
actinomicina D. En la Figura 6A se muestra una transferencia Northern representativa. Los niveles de ARNm
relativos se representan graficamente en la Figura 6B. Estos datos muestran que aunque tanto galectina como
ferritina tuvieron semividas mayores que 8 horas, el ARNm de B-actina se dio la vuelta mas rapidamente, con una
semivida de aproximadamente 6 horas. De este modo, la contribucién relativa de la potencia del promotor a los
niveles de ARNm globales en el estado estacionario fue mayor para B-actina que para los otros candidatos en
células CHO-K1. En consecuencia, en estas condiciones, el promotor de B-actina se puede caracterizar como un
promotor fuerte.

Ejemplo 2: Aislamiento y caracterizacion de promotores de B-actina y de rpS21 de hamster

A la luz de los resultados descritos en el Ejemplo 1, para el estudio posterior, se seleccion6 el candidato con la
mayor abundancia (rpS21) y aquel con el recambio de ARNm mas rapido (B-actina). Para aislar ADN gendmicos
para promotores de B-actina de hamster y de rpS21, se identificé una biblioteca gendmica CHO-K1 en A FIX Il

12




10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 665493 T3

(Stratagene, La Jolla, CA).

A fin de aislar los clones gendmicos de B-actina y rpS21, las cepas bacterianas de E. coli XL1-Blue MRA (P2) se
hicieron crecer en medio LB que contiene sulfato de magnesio 10 mM y maltosa al 0,2%. Las células bacterianas se
peletizaron y se resuspendieron en sulfato de magnesio 10 mM a una lectura de absorbancia de 0,5 a 600 nm. Se
incubaron aproximadamente un millon de fagos de la biblioteca con las células bacterianas durante 15 minutos a
37°C. Se afiadi6é agarosa fundida a la mezcla de fagos/bacterias, y las bacterias se recubrieron sobre placas
BioAssay que contienen agar (Nunc, Rochester, NY). Tras el endurecimiento de la agarosa superior, las placas se
invirtieron y se hicieron crecer a 30°C toda la noche. Las placas se enfriaron subsiguientemente y se cubrieron dos
veces con filtros de nailon Genescreen Plus™ (Perkin Elmer Life Sciences, Wellesley, MA). Los filiros de nailon se
desnaturalizaron durante 2 minutos en hidréxido de sodio 0,1 M con cloruro de sodio 1,5 M, y se neutralizaron
subsiguientemente. Los filtros se reticularon mediante UV y se sondaron.

Una sonda usada para el aislamiento del promotor de B-actina de hamster se obtuvo mediante PCR aleatoria a partir
del extremo 5’ del gen de B-actina (nt 238-381 de n° de acceso GenBank® U20114). Una sonda usada para el
aislamiento del promotor de rpS21 de hamster se obtuvo mediante PCR usando los cebadores expuestos en SEC ID
NOs:12 y 13. El fago hibridante para ambos promotores de B-actina y rpS21 se purificaron usando técnicas
estandar. El ADN del fago aislado a partir de los lisados de fago se purific6 mediante extracciones secuenciales con
cloroformo, fenol, fenol/cloroformo (1:1), y finalmente, cloroformo.

Para el aislamiento de promotores del gen de B-actina de hamster, tras la precipitacion con etanol, se digiri6 ADN
con enzimas de restriccion que tuvieron sitios en la porcion 5 del gen de B-actina de hamster, y se sometié a
transferencia Southern usando la misma sonda que se uso6 para identificar la genoteca.

Usando este enfoque, se generd un fragmento de Avrll de aproximadamente 7 kb y un fragmento de Sall de
aproximadamente 5,5 kb, los cuales se hibridaron a la sonda. Estos se clonaron subsiguientemente con el plasmido
pBluescript 1l KS (Stratagene). El fragmento de Avrll de 7 kb tiene el nimero de referencia ATCC PTA-5309,
depositado el 3 de julio de 2003 en la American Tissue Culture Collection, P.O. Box 1549, Manassas, VA 20108,
U.S.A.

Los plasmidos que contienen los fragmentos de Avrll y Sall se digirieron con Sfol para eliminar el extremo 3’ de los
fragmentos que contenian una porcion del marco de lectura abierto del gen de B-actina. Estos fragmentos se
clonaron entonces en el plasmido pDsRED-1 (Clontech) para crear los constructos denominados pDsRED-Avr (6,5
kb) y pDsRED-Avr (5,1 kb). A fin de generar un constructo que contiene todo el intron 1 del gen de B-actina, se llevo
a cabo la PCR usando los siguientes cebadores:

Directo: AGGCCCAGCTTGGGACCAAGACAGAA (SEC ID NO:35)
Inverso: CGCGGATCCGGCGAACTATATCAGGGC (SEC ID NO:36).

El fragmento de la PCR gener6 dos productos: un producto predilecto de aproximadamente 7 kb, y un producto de 3
kb inesperado mas pequefio. Estos dos productos de la PCR se clonaron en el plasmido pDsRED-1 (Clontech) para
generar los constructos pDsRED-Avr(1)-7 y pDsRED-Avr(1)-3.

Cada uno de los fragmentos del promotor de B-actina de hamster que se cloné en el plasmido pDsRED-1 (Clontech)
se transfecté en células CHO-K1. Las potencias relativas de los promotores de cada uno de los fragmentos del
promotor de B-actina de hamster se midieron usando FACS como se describid anteriormente. Los resultados de los
ensayos de actividad se resumen mas abajo.

El fragmento de Avr(1)-3 del promotor de B-actina que abarca desde nt -1970 hasta nt +1037 mostré la mayor
actividad promotora. El fragmento de Avr(1)-7 que abarca desde nt -6000 hasta nt +1037 mostré una actividad que
fue 47% de la actividad mostrada por Avr(1)-3. Los fragmentos de Avr (6,5 Kb), Sal (5,1Kb), actina (3 kb), y actina-P
(2,8 kb) mostraron solamente 2%, 2%, 2%, y 0% de actividad promotora, respectivamente, en comparacién con el
fragmento de Avr(1)-3.

El fragmento de Avr(1)-3 se secuencié subsiguientemente, y la secuencia se expone en SEC ID NO:1.
Adicionalmente, también se secuencio la region de 660 nt en direccion 5’ de fragmento de Avr(1) 3. Esta secuencia
mas larga desde nt -2622 hasta nt +1037 se expone en SEC ID NO:7.

Para el aislamiento del promotor de rpS21, tras el aislamiento de ADN del fago hibridante, se amplificé el ADN
mediante PCR usando los siguientes cebadores:

Directo: AGCTCTAATACGACTCACTATAGGGC (SEC ID NO:40)
Inverso: CTCTAGGCCAGCGGAGCGCAG (SEC ID NO:41).

El producto de la PCR se cloné en el vector PCR2.1 (Invitrogen) y se secuencié subsiguientemente. La secuencia
nucleotidica del promotor de rpS21 de hamster se expone en SEC ID NO:39. El promotor se corté usando sitios de
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EcoRI que flanquean a los sitios de clonacion, y se cloné en el vector pDsRED1-1 (Clontech).
Ejemplo 3: Comparacion funcional de los promotores de B-actina de hamster y de CMV

La actividad promotora de Avr (1)-3 se compar6 con la del promotor temprano inmediato de CMV (Invitrogen) y el
promotor de EF-1 humano (Invivogen).

Células CHO-K1 se transfectaron transitoriamente con el plasmido pDsRED-1 que contiene Avr (1)-3, el promotor
temprano inmediato de CMV en direccién 5, o el promotor de EF-1 humano, cada uno ligado operablemente al gen
de RFP. La expresion de RFP se evalué mediante FACS 48 horas después de la transfeccion.

Como se muestra en la Figura 7A, en células transfectadas con Avr (1)-3, la secuencia del promotor de B-actina
(SEC ID NO:1) mostré un mayor nivel de expresion de RFP en comparacion con cualquiera de los promotores de
CMV o de EF-1. En particular, la expresion fue aproximadamente dos veces mayor con Avr (1)-3 que con el
promotor de CMV.

A fin de determinar si este perfil de expresién observado es sostenible en transfectantes estables, células CHO-K1
transfectadas se seleccionaron durante dos semanas con G418™. Entonces se evalud la expresion de RFP en los
conjuntos supervivientes de células. Como se representa en la Figura 7B, de forma similar a las células
transfectadas transitoriamente, la expresion de RFP mas elevada se observo en células transfectadas con Avr(1)-3,
la secuencia del promotor de B-actina expuesta en SEC ID NO:1.

Ejemplo 4: Actividad del promotor de p-actina de hamster en células BHK-21 y HEK293

La actividad del promotor de B-actina de hamster se comparé con la del promotor de CMV en células BHK-21 (ATCC
n® CCL 10) y HEK293 (ATCC n° CRL-1573) usando ensayos de transfeccion estable como se describe en el
Ejemplo 3. Como se observa previamente en células CHO-K1, la expresion de RFP en células BHK-21 fue
significativamente mayor cuando se usa el promotor de B-actina en lugar del promotor de CMV (Tabla 3). En células
HEK293, el promotor de B-actina de hamster dio como resultado expresion de RFP a niveles aproximadamente
equivalentes a los del promotor de CMV.

TABLA 3
Estirpe celular Promotor de CMV Promotor de B-actina
BHK-21 8,3+04 121 +£99,8
HEK293 139+9,9 102+8,3

Ejemplo 5: Promotores de B-actina de rata y de ratén

Se investigaron bases de datos publicamente disponibles de secuencias nucleotidicas usando ajustes por defecto
en busca de homologos potenciales de la secuencia del promotor de B-actina de hamster expuesta en SEC ID NO:1.

La porcién 5’ de un gen de B-actina de hamster (n° de acceso GenBank® U21104; SEC ID NO:4) exhibe 98% de
identidad con la porcion 3’ de la secuencia del promotor de B-actina de hamster. Sin embargo, esta homologia es
solamente 40% a lo largo de toda la longitud de la secuencia del promotor de B-actina de hamster expuesta en SEC
ID NO:1. No se conoce ninguna actividad promotora para esta porcion.

Los promotores de B-actina previamente conocidos, humano (n° de acceso GenBank® gi28337A) y de pollo (n° de
acceso GenBank® gi2170437), se alinearon con el promotor de B-actina de hamster para la determinacion de la
homologia con el programa BLAST® usando los ajustes por defecto. Las secuencias del promotor de B-actina
humano y de pollo tuvieron solamente 10% y 1% de identidad, respectivamente, con el promotor de B-actina de
hamster (SEC ID NO:1).

Se identificd un supercontigo genémico de rata (Rattus norvegcus) (n° de acceso GenBank® NW_042778) en el
cromosoma 12 del genoma de rata por contener una secuencia nucleotidica que tiene un 67% de identidad a lo
largo de toda la longitud de SEC ID NO:1.

De forma similar, se identificé un contigo (n° de acceso GenBank® NT_039324) en el cromosoma 5 del genoma de
raton (Mus musculus) por tener una identidad de 80% a lo largo de toda la longitud de SEC ID NO:1.

Los alineamientos de secuencias de la secuencia del promotor de B-actina de hamster (SEC ID NO:1) con la
secuencia del gen de hamster, y promotores de B-actina de ser humano, pollo, rata y ratén se representan en las
Figuras 3, 4, 5, 1, y 2, respectivamente.
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Ejemplo 6: Actividades de los promotores de pB-actina de rata y de raton

Las secuencias de los promotores de rata y de ratén expuestas en SEC ID NOs:2 y 3, respectivamente, se clonaron
en el plasmido pDsRED-1 (Clontech). ElI promotor de CMV también se clond en direccion 5 del gen de RFP en el
plasmido pDsRED-1. Estos plasmidos se transfectan en célula CHO-K1, u otra estirpe celular. La expresion de la
RFP se evallia mediante FACS 48 horas después de la transfeccion.

Se espera que las células transfectadas con el promotor de B-actina de rata o de ratén muestren una expresion de
RFP mayor que el promotor de CMV en condiciones similares.

Ejemplo 7: Expresion de proteinas usando promotor de pB-actina de hamster

Para evaluar adicionalmente la actividad del promotor de B-actina de hamster, se usé un sistema de expresion que
utiliza seleccion mediante dihidrofolato reductasa (DHFR) y amplificacion mediante metotrexato (MTX). El vector
pGZ6 se derivo del plasmido pCLHAXSV2DHFR para contener el promotor de -actina de hamster de 3 kb (SEC ID
NO:1) ademas de un gen de DHFR bajo el control del promotor temprano de SV40. El plasmido pCLHAXSV2DHFR
se ha descrito previamente por Cole et al. (1993) Biotechnology, 11:1014-1024. De forma breve, el promotor de
metalotionina (MT) en el vector pCLHAXSV2DHFR se sustituy6é por el promotor de B-actina para crear el vector
pGZ6. Los ADNc para dos proteinas de interés terapéutico, esfingomielinasa acida (ASM) y a-glucosidasa (GAA), se
ligaron operablemente al promotor de B-actina de hamster. EI ADNc de ASM se obtuvo a través del consorcio
IMAGE™ (n° de acceso GenBank® AI587087). EIl ADNc para GAA se obtuvo de Dr. Martinuik en la New York
University School of Medicine. Las secuencias nucleotidicas de los ADNc de ASM y de GAA se exponen en SEC ID
NOs:37 y 38, respectivamente. De forma similar, los dos ADNc se clonaron también en direccion 3’ del promotor de
CMV en un vector que contiene el mismo casete de expresion de DHFR. La estirpe celular CHO-K1 deficiente en
DHFR, DXB11, se transfectdé por triplicado con ambos conjuntos de vectores de expresion. Después de dos
semanas de seleccion en medio deficiente en nucledtidos que contiene MTX 20 nM, se lavé un conjunto no clonado
heterogéneo de células con PBS y se transfirid a medio libre de suero. Veinticuatro horas mas tarde, se midieron los
niveles de ASM o GAA en el medio.

Los resultados de uno de tales experimentos se demuestran en las Figuras 8A y 8B. Los niveles de ASM generados
a partir del promotor de B-actina de hamster en los conjuntos estables fueron 2 a 15 veces mayores que con el
promotor de CMV, y en el caso de los conjuntos de GAA, 2 a 5 veces mayores.

Los conjuntos estables se usaron adicionalmente para evaluar la capacidad del promotor de 3-actina para sostener
la expresion proteica a largo plazo. Tipicamente, para la produccion industrial de proteinas, la expresion elevada se
logra seleccionando células con un mayor nimero de copias de genes a través de un procedimiento que implica
incrementar el nimero de etapas de seleccion y/o la concentracion de MTX. A fin de determinar si se podria lograr
una mayor expresion via esta estrategia con el promotor de B-actina (SEC ID NO:1), los conjuntos de ASM
seleccionados inicialmente en MTX 20 nM se amplificaron mediante seleccién durante dos semanas en niveles de
MTX (200 nM) mayores de diez veces. Como se resume en la Tabla 4, dos de los tres conjuntos de B-actina
mostraron niveles de ASM mayores de 2 a 3 veces tras la amplificacion con respecto a los conjuntos de 20 nM de
partida. Por el contrario, solamente uno de los conjuntos de CMV ensayados mostré niveles mayores que el
conjunto de 20 nM, del que deriva. Entre los seis conjuntos de ASM generados con cualquiera de los dos
promotores, el conjunto de B-actina que se expresa de forma mas elevada genero seis veces la cantidad de ASM
obtenida con el conjunto que se expresa de forma mas elevada generado con el promotor de CMV. Esto demuestra
que, al menos en las condiciones ensayadas, el promotor de B-actina de hamster es superior al promotor de CMV.

TABLA 4

Conjunto Expresion de ASM en MTX 20 nM Expresion de ASM en MTX 200 nM
Conjunto A de CMV-ASM 4.3 8,2

Conjunto B de CMV-ASM 16,9 9,5

Conjunto C de CMV-ASM 3,6 3,7

Conjunto A de B-actina-ASM 33,5 100,0

Conjunto B de B-actina-ASM 59,3 27,9

Conjunto C de B-actina-ASM 45,6 90,5
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En un experimento distinto, el promotor de B-actina de hamster se us6 para expresar la proteina del activador de
plasmindgeno tisular (tPA), que es un agente trombolitico usado en pacientes para disolver coagulos de sangre.
Células CHO-DXB11 se transfectaron con un vector de expresion pGZ6-tPA en el que el promotor de B-actina de
hamster esta ligado operablemente al gen de tPA. Los transfectantes estables se seleccionaron mediante
crecimiento en medio deficiente en nucledtidos que contiene MTX 200 nM. El conjunto resultante de células sin
clonar se sometié6 entonces a MTX 500 nM, para amplificar el nUmero de copias del transgén. Este conjunto de
células se retiré6 de MTX, se expandio y se sembré sobre 2 microportadores Cytopore™ en un cultivo de agitacion de
1 litro. Las células se hicieron crecer durante 7 dias en un medio que contiene suero. Durante los siguientes 4 dias,
el suero se elimind mediante cambios diarios del 80% con medio libre de suero. Entonces se recogieron cosechas
de medios a lo largo de 15 dias y se analizaron en busca de la expresion de tPA usando un kit de ELISA
comercialmente disponible (kit de tPA TintElize®, Biopool International, Inc., Ventura, CA). Como se representa en la
Figura 9 de este experimento, el uso del promotor de B-actina de hamster dio como resultado la expresion de tPA a
una concentracion de alrededor de 30 mg/l por dia. Este resultado se compara favorablemente con los informes
recientemente publicados en los que se produjo alrededor de 30-40 mg/l de tPA después de 4-8 dias usando otros
promotores (Senger et al. (2003) Biotechnology Progress 19: 1199-1209; Dowd et al. (2000) Biotechnology Progress
16:786-794).

Ejemplo 8: Produccién de anticuerpos usando promotor de B-actina de hamster

A fin de producir un anticuerpo frente a un miembro de la familia de TGF-B, un acido nucleico que codifica una
cadena ligera de anticuerpo anti-TGF- o una cadena pesada de anticuerpo anti-TGF-$ se clona en direccién 3’ del
promotor de B-actina de hamster en dos vectores de expresion pGZ6 distintos.

La estirpe de células CHO-K1 deficiente en DHFR, DXB11, se transfecta con ambos vectores de expresion.
Después de dos semanas de seleccion en medio deficiente en nucledtidos que contiene MTX, se miden en el medio
los niveles de anticuerpo anti-TGF-$, incluyendo tanto la cadena ligera como la cadena pesada.

Ejemplo 9: Expresion de proteinas usando promotor de rpS21 de hamster

La actividad del promotor de rpS21 de hamster se compard con la actividad del promotor de B-actina de hamster
para la expresion en células CHO-DXB11. Se transfectaron células CHO-DXB11 con vectores de expresion que
contienen a-glucosidasa humana (rhGAA) ligada operablemente al promotor de rpS21 de hamster de SEC ID NO:39
(pGZ3IC-GAA) o al promotor de B-actina de hamster de SEC ID NO:1 (pGZ6IC-GAA). En ambos casos, el gen de
rhGAA se ligo al gen que codifica un marcador de la superficie celular (CD20), a través de un sitio interno de entrada
al ribosoma.

Secuencia (IRES). Tras la seleccion de células con MTX 0,2 uM en medio deficiente en nucledtidos, las células se
marcaron con un anticuerpo conjugado a FITC contra CD20, y se clasificaron mediante FACS para clones que se
expresan de forma elevada. Las células seleccionadas se colocaron en placas de 96 pocillos y se expandieron para
la evaluacion de la expresion de rhGAA. Se analizaron 38 clones para el promotor de rpS21 de hamster, y se
analizaron 29 clones para el promotor de B-actina de hamster. La Tabla 5 muestra la distribucion de intervalos de
expresion en los clones resultantes para ambos promotores.

TABLA 5
Vector Expresion de GAA Expresion de GAA Expresion de GAA Expresion de GAA
<2 pg/célula/h 2-5 pg/célula/h 5-8 pg/célula/h 8-10 pg/célula/h
pGZ3IC-GAA 16% 50% 26% 8%
pGZ6IC-GAA 52% 34% 14% 0%

En un experimento distinto, el promotor de rpS21 de hamster se usé para expresar ASM en células CHO-DXB11. La
actividad del promotor de rpS21 se compar6 con las actividades de ambos promotores de B-actina y de CMV. Las
células CHO-DXB11 se transfectaron por ftriplicado y se seleccionaron directamente en MTX 200 nM, o se
seleccionaron inicialmente en MTX 20 nM y después se amplificaron durante dos semanas en MTX 200 nM, como
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se explica en el Ejemplo 7. Los niveles de ASM se midieron en el medio como se describid. La expresion de ASM en
células sin transfectar fue indetectable.

Como se resume en la Tabla 6, los tres conjuntos de rpS21 mostraron niveles de ASM mayores de 2 a 3 veces tras
la amplificacién con respecto a los conjuntos de 20 nM de partida, de los que derivaron. Ademas, los niveles de ASM
generados fueron mayores que los niveles generados con el promotor de CMV (Ejemplo 7).

TABLA 6
Conjunto Expresion de ASM nU/célula/24 h (en | Expresion de ASM nU/célula/24 h (en MTX
MTX 20 nM) 200 nM)
Conjunto A de rpS21-ASM 12 34
Conjunto B de rpS21-ASM 13 30
Conjunto C de rpS21-ASM 16 41

Los niveles de expresion de ASM generados con seleccion de los conjuntos directamente en MTX 200 nM se
resumen en la Tabla 7.

TABLA 7

Conjunto Expresion de ASM
Conjunto A de CMV-ASM 38
Conjunto B de CMV-ASM 193
Conjunto C de CMV-ASM 44
Conjunto A de B-actina-ASM 381
Conjunto B de B-actina-ASM 125
Conjunto C de B-actina-ASM 515
Conjunto A de rpS21-ASM 342
Conjunto B de rpS21-ASM 60
Conjunto C de rpS21-ASM 51

Los niveles de ASM generados a partir del promotor de rpS21 de hamster en MTX 200 nM fueron de media
alrededor de 1 a 2 veces mayores que aquellos con el promotor de CMV. Por otro lado, los niveles de ASM
generados a partir del promotor de B-actina fueron de media alrededor de 3 a 4 veces mayores que aquellos con el
promotor de CMV. De este modo, el promotor de rpS21 fue al menos tan activo como el promotor de B-actina
cuando se usa para expresar GAA; sin embargo, mostré menor actividad que el promotor de -actina cuando se usé
para expresar ASM. Ambos promotores, sin embargo, fueron mas activos que el promotor de CMV.

La memoria descriptiva se entiende mas a conciencia a la luz de las ensefianzas de las referencias citadas en la
memoria descriptiva. Las realizaciones en la memoria descriptiva proporcionan una ilustracion de las realizaciones
de la invencion y no se deberian de interpretar como limite del alcance de la invencion. El experto reconoce
facilmente que muchas ofras realizaciones estan englobadas por la invencién. La cita de cualesquiera referencias
aqui no es una admision de que tales referencias son técnica anterior para la presente invencion.

Excepto que se indique de otro modo, todos los nimeros que expresan cantidades de ingredientes, cultivo celular,
condiciones de tratamiento, etc., usados en la memoria descriptiva, incluyendo las reivindicaciones, se han de
entender como modificados en todos los casos por la expresion “alrededor de”. En consecuencia, excepto que se
indique lo contrario de otro modo, los parametros numéricos son aproximaciones y pueden variar dependiendo de
las propiedades deseadas que se buscan obtener por la presente invencion. Excepto que se indique de otro modo,
la expresion “al menos” que precede a una serie de elementos se ha de entender que se refiere a cada elemento en
la serie. Los expertos en la técnica reconoceran o seran capaces de averiguar, usando no mas alla de la
experimentacién habitual, muchos equivalentes a las realizaciones especificas de la invencion descrita aqui. Tales
equivalentes estan destinados a estar englobados por las siguientes reivindicaciones.

17




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 665493 T3

A continuacion, se describen los casos preferidos de la presente descripcion y se hace referencia a ellos como los
casos E1 a E36.

E1. Un promotor de B-actina de roedor aislado que se escoge entre las secuencias nucleotidicas expuestas en SEC
ID NOs: 1, 2y 3, o una variante de las mismas que tiene actividad promotora.

E2. Una secuencia nucleotidica de un promotor de B-actina de hamster aislado que se expone en SEC ID NO: 1, o
una variante de la misma que tiene actividad promotora.

E3. Una secuencia nucleotidica de un promotor de B-actina de rata aislado que se expone en SEC ID NO: 2, o una
variante de la misma que tiene actividad promotora.

E4. Una secuencia nucleotidica de un promotor de 3-actina de raton aislado que se expone en SEC ID NO: 3, o una
variante de la misma que tiene actividad promotora.

E5. Un acido nucleico aislado que comprende una secuencia nucleotidica que se expone en SEC ID NO: 1, o una
variante de la misma que tiene actividad promotora.

E6. Un acido nucleico aislado que comprende una secuencia nucleotidica que se expone en SEC ID NO: 2, o una
variante de la misma que tiene actividad promotora.

E7. Un vector que comprende el promotor de SEC ID NO: 1, o una variante del mismo que tiene actividad
promotora.

E8. Un vector que comprende el promotor de SEC ID NO: 2, o una variante del mismo que tiene actividad
promotora.

E9. Un vector que comprende el promotor de SEC ID NO: 3, o una variante del mismo que tiene actividad
promotora.

E10. El vector de cualquiera de E7-9, en el que el promotor esta ligado operablemente a un acido nucleico
heterdélogo.

E11. El vector de E10, en el que el acido nucleico heterélogo codifica una proteina terapéutica.

E12. El vector de E11, en el que la proteina terapéutica se escoge entre esfingomielinasa acida, a-glucosidasa, y
activador de plasmindgeno tisular.

E13. Una célula hospedante transfectada con un vector de cualquiera de E7-12.

E14. La célula hospedante de E13, en la que la célula es una célula CHO.

E15. Un método para producir una proteina que comprende:

(a) cultivar una célula transfectada con un vector que comprende un promotor de 3-actina de hamster, o una variante
del mismo, ligado operablemente a una molécula de acido nucleico que codifica la proteina; y

(b) recuperar la proteina.

E16. El método de E15, en el que la proteina es un anticuerpo.

E17. El método de E16, en el que el anticuerpo se une a un miembro de la familia de TGF-B.

E18. El método de E15, en el que la proteina es una proteina terapéutica.

E19. El método de E18, en el que la proteina terapéutica se escoge entre esfingomielinasa acida, a-glucosidasa, y
activador de plasmindgeno tisular.

E20. Un animal transgénico que comprende el promotor como en uno cualquiera de E1-6.
E21. El animal transgénico de E20, en el que el animal es un mamifero.

E22. Un promotor de rpS21 aislado que tiene la secuencia nucleotidica que se expone en SEC ID NO: 39, o una
variante de la misma que tiene actividad promotora.

E23. Un vector que comprende la secuencia nucleotidica que se expone en SEC ID NO: 39, o una variante de la
misma que tiene actividad promotora.
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E24. Un vector de E23, en el que la secuencia nucleotidica esta ligada operablemente a un acido nucleico
heterdélogo.

E25. El vector de E24, en el que el acido nucleico heterdlogo codifica una proteina terapéutica.
E26. El vector de E25, en el que la proteina terapéutica es a-glucosidasa o esfingomielinasa acida.
E27. Una célula hospedante transfectada con un vector de cualquiera de E23-26.

E28. La célula hospedante de E27, en la que la célula es una célula CHO.

E29. El método para producir una proteina que comprende:

(a) cultivar una célula transfectada con un vector que comprende un promotor de rpS21 de hamster, o una variante
del mismo, ligado operablemente a una molécula de acido nucleico que codifica la proteina; y
(b) recuperar la proteina.

E30. El método de E29, en el que la proteina es un anticuerpo.

E31. El método de E29, en el que la proteina es una proteina terapéutica.

E32. El método de E31, en el que la proteina terapéutica es a-glucosidasa o esfingomielinasa acida.
E33. Un animal transgénico que comprende el promotor como en E22.

E34. El animal transgénico de E33, en el que el animal es un mamifero.

E35. Un promotor de B-actina aislado que tiene una secuencia nucleotidica como la depositada con el nimero de
referencia ATCC PTA-5309.

LISTADO DE SECUENCIAS
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<140>
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<400> 1

gggaccaaga
gggccagagt
aggtcctgec
aggeccccac
aggctecect
cccccaﬁctg
actgagagat
tgctgggaaa
ctcttttgtg
gggtcaccct
cacaaggaag
aagccttect
gagacaggcc
ctttctccca
actcccatcc
ctgacatttt
tctetggtgg
cccacagect
gatagatggt
gccttggett

catgacaagt

cagaaccata
gcetgeeect
tgggaatctg
ttattcctgce
gagaacactg
tgaattgcag
acagggccag
gttctctcte
ggaaccacag
ttccatactg
ttggtccage
tggtttcaac
cgagcatctc
ggaggtgtgt
ctagtgtagg
gataaatagg
attgagggct
ccagatggac
gggtcccage
agttttrtgc
tttgcttgtt

agccagtgog
tgaaccgtcc
gtctgctect
acccctggtg
ccggeagtcec
ggctggcagg
ggccagggea
tcaggcccag
agtagccctg
gaggcctctg
ctceccacgce
acctacactc
atctgaagca
gtccctctaa
tatcagctga
cccatgtrta
ccaagaacta
tagaacacag
ccaacagtgc
ctgggtgtga

ctatagagca
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atagatcaga
cagggaccag
acttagfa&a
gtaggtggcg
tcattgacag
tcctcaggea
gtcccgtecc
gttggtgact
aacgtggggg
caacttcaaa
agggccactg
actgagcccc
cecttettge
gctaagccag
agagcttcct
ggagagcagg
ctctttgagce
ttcogctgtyg
ctggcaatca
tcaggcagcce

cagttccttt

aatgttccag
aggtgacaaa
gctgcctggt
tertgteccce
gcagtattcg
gctggcaaac
ccggaggcag
gcagaaggct
tgtgctteca
atgctctgct
ctgcagtcca
tactatgtgt
ctaaattcag
gggtccctca
gagcagaaca
ggtccggggg
acgctgeecc
gctgcacata
cccagagceca
ctccaaaact

ctaggtctgg
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aggtgggatg
gtggcaacac
gtcacacaag
tgcagccacc
ctctgecccca
cgcctgaaca
ggaggggacg
tctgtcaaat
gtatactctg
accaacctag
tatatggact
atgcagagcc
ttttctgtca
ceceetgeeec
ctcttgggtg
cgggagarct
tcccagagtc
actaacagag
ccagctaacg

gcceggactc

ggcaagggac

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

1020
1080
1140
1200
1260



atcgggagac
tggtgtgtgg
ttttgettct
cagatctggc
ggccececgegt
ccttgcccat
ggtgcatgag
aagggcggag
tctecatect
ttrtttttgc
gtgagtgagc
cgagtggccg
ccgegtccac
accaggtaag
gctgcagggt
ggccgeggag
cgcattgcca
gaacccatta
ccgtatctge
cttggtggec
ggcgeggcgg
atggctgygt
caagttaaac
gcggggeegt
cctgetgggt
gggcttgege
ggaccagcgt
agtttgggcg
gcagcggetg
ttcgecg

<210> 2

<211> 2493

<212> ADN

atcttcctge
ccctgagrct
aaattgtacc
tttccggeta
gttcctcaaa
cgaggtactc
ccccagaatg
gcccagteat
cttcctcaat
aaaaggaggg
9g9cgcggagc
ctgtggegte
ccgcgageac
cagggacaac
cgcgggggac
cggacacttt
cggtgtagac
gggtcgcagt
ccaccttggg
catgggtctt
gcceggeteg
attggggcgc
ttgcgegtgc
tgtccggaag
gtggtcgect
ccgtttgggg
ttgcctctta
cgcgeccect

cgcetagtgg

<213> Rattus norvegicus

<400> 2

tgtgggaaag

gtcacccttt ccagactgga ggcctctgca acttcaaaat gccctgecac aagcctagaa

caaggaagct

ataaagtcgc

ggtctggect
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aacagctcca gtcactggac caccaggctc

cctaagtggc
ccaacacacc
ttgctggeaa
caagaagcca
aatgttcacg
caggcttgat
gcatgttcgg
ctcggetttc
gagagggggt
caatcagcge
ctataaaacc
aggccttteg
aggcccagec
actcggegeg
cagatccaac
accggtggac
gtgggcgcta
gggaggacac
tgtctaaacc
gccgggtagy
gtgcacgctg
gtattgagac
9g99cggggtc
ccegegegeg
agggggcgga
tggtaataac
ggcggcccga
cccgctagtg

tctgaacctg ggggtgtgtt tccagtatgc tggagtggtg

cctcatgcac agccactgta geccatatat ggatgaagec

ccaaacctgt
tagcaaattg
gggggagtoa
cgtaaacata
tgatatccac
aaccgagacc
gcctatgggg
tectctetcte
aaaaaaatgc
tcgeegttec
cggcggegea
cagctctttc
ggccacagcec
gacaccgggg
tttcagtcca
ccgetctgge
tgagagccga
aaggtcggga
ggtttgccca
ggctgggttg
gg9gagggagc
ttggagcgeg
gcagcggett
cactagccgc
ggcctggett
gcggceggcec
ggccgeggcet

accgcgaccc

gaagacccct
aaaccccacc
ctccecggecc
aaccgagcct
acccagagdgg
ctgaatcggg
ccagcaccca
tetttrtttt
tgcactgtgc
gaaagttgcc
acgcgcagec
tfcgccgctc
ctccegtggg
aaggctggag
gggtgtagac
tcagagcacg
tgcagctttc
gccaaacgcc
tttggcttge
ccactgcgcet
ccttectett
gccaccggag
cggggcgect
ccgecegacgg
cctgcegtgg
tgggcttect
tgccggaagt
tcttttgtge
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gccctgtett
ccaaccacag
agaagtcccc
attcaatcca
ccatgctgac
tcctggggtg
cagtgtccac
acgccaaaac
tttttatttt
ggctaggcecg
ttttatggct
actgtcgagt
cacacccgec
cagtgaccgc
ggtggtgccg
cctttacagc
cggcttgggg
gggtgrtgaa
acgatcatgc
cgggcoggcg
tgcgegetct
cccectetec
ttgggcgagg
gctcgegett
ggcgaaggcg
ggccgectec
ttgtcccctg
gggcagggcg
cctgatatag

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3007

60
120
180



ttccttggtt
gccatggcag
gtcactctct
ctctgatcecc
cttaggtgag
agcacttecc
agtgtacagt
caacgatgcc
ggtgtgatca
tgagcacagt
aacacctcca
ggtcaagatc
acctagcaaa
gcaaggggga

gccactcaaa

cccgtgacat

tagtaaccga
tgggcctacg
ctcteteget
gggagagggg
gccaatcage
tcctataaaa
acaaccttct
tcgggcccag
cactcagaag
gcaaagctta
acactcgtgg
gtgggcattt
gggacacagt
ccaaaccggt
ggctgggatg
gggagggaac
taggagcgeg
cgtagcgget
actagccgec

gcetggette

cggetgtect
gccgeggett

ccatagccct
<210> 3

<211> 2953
<212> ADN

tcaacaccta
gtccagagca
cccaggagtt
ctgctgtage
gagagcaggg
tgagtagttt
tcagctgtgg
tggcagtcac
ggcageectc
tcctrttctag
gtcactggac
cctgaagacc
ttagaactgc
gtgactctct
tagggtccag
ccacacccag
gtcactgaat
gaaccagcac
cgcttrtttt
gtaaaaaaat
gcccgeegtt
cccggeaggeg
tgcagctect
cgggccccaa
ggacaccgta
actrtrccgec
gcacgctect
ggagagccgg
attgggagtc
tttgcccatt
ccattgegeg
tcreectctc
gccgececgg
agggcgectg
cgtcgectea
ctgccgtggg
gcgettectt
gccggaagtg
cttttgtgcc

<213> Mus musculus

cactttgtga
tcccacctga
gtgcgtcctt
tatcagccaa
ggttctecte
gtcactccca
ctgcacataa
ccagagccac
caaaagtgcc
gtccggggea
caccggggct
ttcccaacca
agcagaaggc
gcccattcaa
gccttcaage
agggtcctag
gggatagtgt
ccatcgccaa
tcttcttett
gctgcactgt
ccgaaagttg
caacgcgcag
ccgtcgecgg
ctttaccttg
gaggggtgga
tagggtgtag
gcrtggtgcg
tgcggettge
aggcgttaca
cggcttggeg
tgcgegetct
cceerettcece
gttgggcgag
ctcgegette
gtgtaggcgg
tcegectecg
tgtcccctga

ggcagggcgg
ttgatagttc
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gccagtgcac
agcattctec
ctaagctaag
atggctaget
tctggaggat
gagtccccgt
tacatagagg
tagctéacgg
ggactccatg
gaggatatct
tgccctatec
cagctctget
ccccagatct
tccagaccec
tgaccetegce
ggtaggtagg
ccacaagggc
actcttcatc
ttrrtttttt
gcggcgagge
ccttttatgg
ccactgtcga
tccacacceg
gccactacct
gcgtggrace
agtgtttgca
€ggggcttgg
gggtgttaag
atcacgcttt
99cgcggcgg
atcactgggc
gagttaagag
ggcggggecg
ctgctgggtg
ggcctgtgee
ggccagegtt
gcttgggege
cagcggetge

gcc

acctactatg
ttgcctaaat
ctgagggacc
tcctgageag
ttggggctct
ggccagcaga
ctagatggtg
cccaggctta
agaagttttg
ggaggcatct
ttgggactct
tccaagttgt
ggctttcctg
gtgtgtccct
ccacttaggt
tgacccccag
gggggctatt
ctcttcctca
tttttttettt
cggtgagtga
ctcgagtgge
gtccgegtcc
ccaccaggta
cgctgcagga
gggecgegga
gtcgtattcc
ggacacacta
ccgeatctgt
gatggcctat
ggccggeteg
attggggcgc
ttgcgegtge
ttgcccggaa
tggtcgecte

cgtttgggga

tgccttttat:

gcgecccctg

tcttggegge

22

catgtgtaaa
atagctttct
cgaccctcaa
aactctecta
ggtgaccacc
tgaacagttc
ggctccagec
gtcttgecctg
cttgttcgat
tcctgeaaca
ggccttgagt
accccaacac
actattgcta
caaacaaaag
gatcattatt
aatacaggcc
cttgtccatc
atctcgettt
gcaaaaggag
gcgacgcgga
cgctgtggeg
acccgcegagt
agcagggacg
tcgtgaggaa
gcggacactg
cgcggtgtag
gagtcgcggt
ccaccttgag
gggtctttot
9ccgggtyggg
gtgcgegetg
gtattgagac
9999cggggt
ccgegegege
9999g9cggag
ggtaataatg

gcggctcgag
tccgecggtga

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340

2400
2460
2493



<400> 3

agaccagaat
ggactgagag
ctagtaaagc
tgatggcatc
cttattgaca
gtccttggge
agtcctgtec
ctgcagaaga
tgtttccagt
aacttcaaaa
tggatgaagc
tgcatgcact
atccagcttt
tceggecctc
gaacactggt
cggtgaccac
atggactagt
ccecagecceag
ttgcetgggt
gttctattga
tgcaacacct
tgagtctcta
tgaaccccaa
tttccggeta
ggccccgegt
ccteatcceac
gttgggtgac
aagggcggag
cttcatcctc

tgtttcagag
gtgacaaagt
tgtctggigt
tttctcectt
ggcagcattt
agctggcaaa
cccggaggea
cttttgtcaa
tcacagcata
tgccctgeca
cttctttggt
gaggcacggc
ctgtcacact
aaccctgacc
acttaggtga
caacttttcc
gcacaactca
cgatgtctgg
gtgatcaggc
gcacagttcc
ccagttattg
agaggtcaag
cacacctagc
ttgctagcaa
gtccctcaaa
ttaagtgctc
ccccagaatg
gctattcctg

ttcctcaatc

gtcgggtggy
ggcaacacag
cacccaagag
gcaccccacc
gcectgecec
ctgcctgage
gggaggagac
atttttrtrt
tgctggggtg
ccagccaaga
ttcaacacct
aggcccagag
ctcccagaag
ccgtgtgtag
gggggacagg
ctgagcagct
gctgtggctg
cagtcaccca
agttctccaa
tttctagatc
gaccactggg
atccatgaaa
aaattagaac
ttgctagcaa
caagaggcca
gatatccacg
caggcctagt
tacatctggg
tecgetttete
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gctgaggtgc
gtcctgectg
gctcectcca
agggttctcc
acccccacct
aactgagaaa
‘tgcctgggaa
tttttttggt
atggtcacct
acaaggaagc
acactttgtg
catctcacct
gtgcgtgtec
crctcagcca
ggctgcttct
tgtcactccc
cacataataa
gagacactag
aagtgcctga
c€ggggcaggg
gctcgeecta
acctctccaa
cacagcagaa
gggggagtga
cacaaatagg
tgacatccac
aaccgagaca
cctacggagc

tctcgetttt

ctgcececttyg
ggaatctggt
catcctgcac
tgggaatact
gtgacttgca
tacaaggcca
agttctctca
gggaaagata
cttccagaca
tggccactgt
agccagtgaa
gaagcaccct
ttctaagcta
aatagctggc
ctctggagga
agaatcccca
atagaggata
ctaacggccc
ctccatgaga
gatatctgga
tgcttgggat
ccagagttct
ggggeeccecc
ctctctgtec
gtccgggect
acccagaggg
ttgaatgggg
cagcacccat

trrerttttc

23

accagtccca
ctgctctaac
ccctgatgge
ctgggctctc
ggactggcad
gggccagggce
gggttggtga
actaggggtg
aggcctcagce
agtccatata
cacctacéta
tcttgcctaa
agctgaggga
ttgctaagta
tttggggctc
cggctggceag
gatggtgggc
aggcttagtc
agttttgttt
ggcatcttct
aggatggcct
gcttccaagt

cggatctggc -

attcaatcca
cgatgctgac
tcctggggtg
cagtgtccac
cgccaaaact

ttcttctttt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
9260

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
15860
1620
1680
1740



tttttttttt
gccggtgagt
ggctcgagtg
gagtcgcgtc
gccaccaggt
tcactgcagg
c€gggcegegg
gccacattcc
ggacacacta
agccgtatta
ctcaatggcc
gg9cgggcggg
cgtgcgetct
tccecctett
ttgggcgagg
tttgcgettc
gtgtaggcgg
tccgectecg
tgtcccctga
ggcagggcgg
ttgatagttc
<210>4

<211> 4164

<212> ADN

tttcaaaagg
gagcgacgcg
gccgcetgrgg
cacccgegag
aagcagggac
gtcctgagga
agcggacact
cgcggtgtag
gggtcgeggt
ggtccatctt
tctgggtctt
€gggcgcgge
ctatcactgg
cctagttagc
gcggggecgt
ctgctgggty
agcttgcgec
ggccagegrt
gcrtgggege
cagcggctgce

gcc

<213> Cricetulus griseus

<400> 4

aatgctgcac
gttccgaaag
gcgcaacgceg
ctttcttcgce
cagcccteccc
cggggaaggc
gtccagggtg
ctggctcaga
gccgatgceag
cgggagccaa
gcececatttgg
ggttgccact

tgtgcggcta
ttgcctttta
cagccactgt
cgctccacac
gtgggcagtg
tggagggtgg
tagacccttt
gcacgcggcet
ctttcgggtg
acgccacgat
cttgccggge
gcgettgege

aggggagagg
gagccaatca
cgtcctataa
cacagcttct
gcecgggecca
tcactcagaa
ggcacagcca
acactcgtgg
gtgggcattt
gagagtacac
tgtccaaacc
agggcegget
gcatcgaggc
tacgcgtgeg
tgtccggaag
tggtcgectce
cgtttgggga
tgccttttat
gcgeccccctg

tcttggeggc

ggccggtgag
tggctcgagt
cgagtccgeg
ccgecaccag
accgegetge
tgccgggecg
acagccgceat
tgggggaacc
ttgaaccgta
catgccttgg
9g9gcgggege
gctctatgge
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gggtaaaaaa
gcgecegecg
aacccggegg
ttgcagctee
gcgggccttc
cggacaccat
actttacgcc
gcecegetece
QatQaQCCQQ
agtattggga
ggtttgccta
c€ggccggatg
gcgtgtgege
tattgaggct
9ggcggggtc
ccgegegege
ggg9g9cggag
ggtaataatg
gcggetcgag
cccgaggtga

tgagcggege
ggccgetgtg
tccacccgeg
gtaagcaggg
agggtcgcgg
cggagcggac
tgccacggtg
cattagggtc
tctgcecacce
tggcccatgg
ggcgggccceg
tgggtattgg

atgctgcact -
ttccgaaagt
cgcaacgcgce
ttcgttgecg
gctctctegt
9g99cgggtag
tagcgtgtag
gctcggtocg
tgcggcttge
accagacgct
ttcggettge
g9g99gctggga
tagggaggga
gggagcgcegg
acagtggcac
acaagccgcec
gtctggcttc
cggccggtct
cccgeggett

ctatagectt

ggagccaatc
gcgtcctata
agcacaggcec
acaacaggcc
gggacactcg
actttcagat
tagacaccgg
gcagtgtggg
ttggggggag
gtctrtgtct
gctcggeegg
ggcgegtgea

24

gtgcggegag
tgccttttat
agccactgtc
gtccacaccc
ggctagtacc
agggtggtgc
actctttgca
tggggcttgg
gggtgttaaa
acgatcacgc
€gggcgggcg
tgccactgeg
gctettecte
ctgccecggag
gggcgecttg
cgtcggcgea
ctgccctagg
gcgettectt
gccggaagtg
ctrttgtgtce

agcgetegec
aaacccggeg
tttcgcaget
cagceggeca
gcgeggacac
ccaactttca
tggacccgct
cgctatgaga
gacacaaggt
aaaccggttt
gtgggggctg
cgctgggoag

1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
2953

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720



ggagcccttc
gcgecggecac
ggattcgggg
gaccgeecgg
tggcttectg
ccggectggg
gcggcettgec
cgaccctctt
tcgacaacgg
tcttcccatc
agcgatgctg
gcagggegtyg
caagagaggt
cgatatggag
gcaccctgtg
ccaggtcagc
tcaattgtct
tggaactttg
tctgactagg
tgacaaacct
gtaggtttaa
ttcttgcact
ggcttttgga
accccagcca
actggcattg
tacgctctcec
ctcatgaaga
gtgcgtgaca
actgctgcat
accattggca
gagttgaagt
ctataagtct
aaactacatt
acacagtgct
agatcactgc

tggacccatg

ctettecccc
€ggggttggg
cgecctgeteg
€g999g9999cg
ccgtggggcec
cttcatttgt
ggaagtgggc
ttgtgcectg
ctccggcatg
catcgtgggc
gggttttcct
atggtrgggca
attctgaccc
aagatctggc
ctgctcaccg
agccagggtg
ttcttctgec
cagtttctgc
tgttttaaac
aatgaggctg
aatggagccc
ctgcatgtcc
gtttgacaat
tgtacgtagc
tgatggactc
ctcatgecat
tcctgaccga
tcaaagagaa
cctettectc
atgagcggtt
gacctagttt
atctttetct
caattccatc
gtctggtggt
tctggetecc
atgggcectt

tctcccaagt
€gagggcggag
cgcttectge
aaggcgggtc
gcctecggac
cccctgagtt
agggcggcaa
atatagttcg
tgcaaagccg
cgccctaggce
9g9ggggagag
tgggccagaa
tgaagtaccc
accacacctt
aggcccccct
gccacctcca
gtrctcccat
ttrttccccg
cctacggtgce
gtgataagtg
ctgtcctgag
catatctgtc
gcctcatttt
cattcaggct
cggagacggg
cctgegtetg
gcgtggctac
gctgtgctat
cctggagaag
ccgttgeect
cttcatctaa
ttecectttte
atgaagtgtg
accaccatgt
agcaccatga

ccaggtcaac
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taaacttgcg
gccgttgtec
tgggtgtggt
ttgcgeccgt
cagcgtttge
tgggcgcgcg
cggctgegec
ccatggatga
gcttcgeggg
accaggtagg
gtgaccatat
ggactcctac
cattgaacac
ctacaacgag
gaaccccaag
tctttgccaa
aggactctct
atgaggtcct
tgtgggtgta
gccttggagt
attrtctccca
ctgacagtcc
tctttataga
gtgctgtecc
gtcacccaca
gacctggctg
agctttacca
gttgcecetgg
agctatgage
gaggctcttt
tggtgaccaa
cctcaggtat
acgtcgacat
acccaggcat
agatcaaggt
cccttgactg

cgtgegtatt
ggaaggggcg
cgeectecege
t1tggggaggg
ctcttatggt
cccecctggcg
tagtggcccg
cgatatcgct
cgacgatgct
tgacccttcc
tgagaacatc
gtgggtgacg
ggcattgtca
ctgcgtgtgg
gccaaccgtg
cttcteggec
tctatgagct
trrrttctct
ggtactaaca
gtgtattcag
gcacacttac
tacctgecctt
tcatgtttga
tgtatgcctc
ctgtgcccat
gccgggacct
ccacagctga
acttcgagca
tgcctgatgg
tccagecttc
ctcttgatct
ggaatcctgt
ccgcaaagac
tgctgaccgg
gagctaagca
tgggtaagac

25

gagacttgga
gggtcgcaga
gcgecgcacta
ggcggagacc
aataacgcgg
gcccgagacce
ccagtgaccg
gcactegttg
ccccgggecg
ctttgcgggt
gttccectec
aggcccagag
ccaactggga
cccccgagga
aaaagatgac
acgeccctttc
gagtctccct
tgattgcctt
atgactcgtg
tagatgcaca
cttagctgtg
gactacttgt
gaccttcaac
tggtcgtacc
ctatgagggc
gacagactac
gagggaaatt
ggagatggcc
ccaggtcatc

cttcctgagt

tgagaccatg
ggcatccacg
ctctatgcca
atgcagaagg
tccttagect

aggagtccag

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880



agcactcact
tctgtgtgga
agcaagcagg
gactgttract
aaaaatgaga
aaaaggtttt
aactggaacg
tgtggctoag
gagatggcta
tggctgagtc
tatggactcc
ggatggtcaa
tatgaaggct
tgtacactga
tgtggctttg
agaggttcta
atgaccttta
tcttggttagg
tgcagcaaac
ttgggagggt
cggttctctt
gcatgggtat

<210>5
<211> 2011
<212> ADN

atcactgtgt
tcggtggetc
agtacgatga
gagctgtgtt
caacattggc
gtrrtitttt
gtgaaggcga
gactttgatt
caggaagtcc
cattccctga
caaaattttt
ccatcgtgge
tttggtctce
cttgagacca
ctagattctg
gggtggtctg
accagttatc
aagggtgtcc
aaccctgtaa
agctttactg
gctttaccag

crttccccgg

<213> Homo sapiens

<400> 5

gagctctgtc
atcaggtctg
ccctgetctg
cagttcaacg
cccegeecat
agctgaaaga
aggctgggga
gactgtgaac
tggcetctge

gaactgaaca

tcttggccag
ctctgcaccc
tagatccggt
ttccacgaac
cgccccacaa
tacaaggcca
agtttgccct
ctgtgtctge
aaccttcaag

agcagcetcc

cttggcttct
catcctggec
gtccggeecc
ttacaccctt
atggctttgt
ttttttgtgt
cagcagtcgg
gcacattttt
ctcaccectec
gtccacaccg
ttaaatcttc
cccttrettt
ctgggagtgg
gtttaataaa
ggtagcagcg
ggccttgect
acaaataccc
atcctgaatt
tctcaacctt
cctttgagtt
atacatgatc

tacc

ctgaatggag
caccttgctg
cccatcccca
ccccagaacc
cgccagecgg
gggacaggac
tgcgtggggt
cactgtgtgc
ggaggagcag
ttcctggeca
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cagatcattg
tcactgtcca
tccatcgtec
tctttgacaa
ttttttgttt
tgtrttggcg
ttggagcaaa
trtctrttet
caaaagccat
gggaggtgac
cgccttaaaa
trettrtrtt
gttgaggtgt
gtgcacacct
99gg9aggggg
agtagttttt
tgtccattga
gggaataccc
cctctacctt
ctgcaagaca

acaaagttta

gcccagegge
cctggagceg
crgcccacce
agcccrecatce
gtgaactgta
agtcccatcc
ggtgatggag
tgggtogtgg
gtcccattgg
caggttccat

ctcctectga
ccttccagga
accgcaaatg
aacctaactt
tgttrtttta
cttttgactc
catcccccaa
aagtcattcc
ccccattecc
agcattgctt
cttcttttgt
tttgtccecc
tgaggcagcc
tacaaacagt
tcactattac
agtgggagga
gttctgaagt
cctgggccaa
tgtgggaégc
gtgggaagta
agggtgttaa

aacacaggtc
cccacctgac
caccccccca
aacaggcagc
gcgttggcag
ccaggaggca
gaggctcage
tcatctttec
ctgagcacag

gtccttatat

26

gcgcaagtac
gatgtggatc
cttctaggeg
gcgcagaaaa
attrttttaa
aggatttaaa
agttctacaa
aagtacccat
tagaagagga
ctgtgtaaat
ttttaatttt
caacttgatg
agggettgee
gctgcttgtt
cttrgcteca
cacaagcatc
cttaattgtg
gttgggttcc
aggaatcctg
aaagcagtct

ggctccccag

ctgcctgggg
aacctctecat
gcactccacc
aagaagggcc
gtcctgaggc
gggagtatac
aagtcttctg
caccaggctg
ccttgtacgt

ggactcatct

2940
3000
3066
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4164

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600



‘ttgcctattg
cctgaggtgc
accacctcca
cctctgtggt
gattcccgga
ccaaggcaag
ccgeeccgec
cctccagatg
cggtgggccc
cccactaacg
gctccagggt
ggtaggtttg
tgtcctgggg
ccacactcta
gctgagecccc
gcaaggggga
tacagaaccc
tgcccaagég
caggccgagg
gggggccacyg
aactctccct
ggggagaggg
gccaatcgeg

cctataaaac
<210>6

<211> 1278
<212> ADN

cgacacacac
ccccacctca
aggaggggga
cccacgecac
gcagaacgga
aaagggtgac
cccaatcctc
gtctgggagg
agacccaggc
ccccaggect
aaaaggtgcc
tagccttcat
agtgtggtcc
cctctcaagc
acagccagag
gtgactgcct
agggccctgg
atgtccacac
gcaggectgg
gcgegegecc
cctecctette
ggtaaaaaaa
tgcgecgttc

ccagcggege

<213> Gallus gallus

<400> 6

tcgaggtgag
ttttgtattt
cgcgegecag
gcggcageca
cggecggecct
cgtgeeecge
ccacaggtga
tgacggctcg
ttgtgcgggg

ccccacgttc
atttattttt
9¢gg99Ccggg
atcagagcgg
ataaaaagcg
tcegegecge
gcgggcggga
tttettttet

gggagcggct

tcaatgaaca
ccactcttec
ggaggaggaa
tgatcgetge
ccctgeccac
aaggacaggg
tgtggcacat
gcagttcagc
tgtgtagacc
ggtcttggct
ctgccctgta
cacgggecac
tgcgactcta
ccaggtctct
gtcctcagge
ggccactcca
cacccgtgea
ctaggatgtc
ccatgcgggg
ccagcceccg
ctcaatctceg
tgctgcactg
cgaaagttgc

gacgcgeccac

tgcttcactc
taattatttt
gcggggegag
cgcgctccga
aagcgegegg
ctcgegeege
cggecettct
gtggctgegt
€ggggagtgc
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cctactacgc
tatttttgtg
ggcaggttec
atgcccacca
ccggtcttgt
tctteccagg
ggagtcttgg
tgtggctgeg
cagccccecc
gggcgtgact
gagcccactt
ctccagecac
atggccgcaa
ccctagtgac
cctgctttca
tgccctccaa
gaccctggec
ccgeggtggg
ccgaaccggg
ggcccagcac
ctctcgetet
tcggcgaage
cttttatgge

C

tccccatctce
gtgcagcgat
9g9g9cgoggcg
aagtttectt
€gggcgggag
ccgeecegge
cctccggget
gaaagcctta

gtgcgtgtgt

gctgcaaaga
taaaaafcca
tctaggctga
cctgggtaca
gtgctactca
ctggctttga
tccccagagt
catagcagac
gcccegeagt
gttaccctca
ccttcccagg
tggaccgctg
gccacctgac
ccacccagca
gggcagttge
gagctccttc
caccccacct
‘tggggggccc
cactgcccag
cccaaggegg
tttttttttt
cggtgagtga
tcgageggec

cecceeectec
99999Ccgg999
gggcgaggcg
ttatggcgag
tcgctgegtt
tctgactgac
gtaattagcg
aagggctcecg
gtgtgcgtgg
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gcececgeagg
gcttcttgtc
gccgaatgcec
cacagtctgt
gtggacagac
gttcctagca
cccccagegg
atacaacgga
gcctaggtca
aaagcaggca
gctgecggcetg
gcceectgecc
tcccccaaca
catttagcta
tctgaagtcg
tgcaggagcg
gggcgctcag
gagagacggg
cgtggggcgc
ccéacgccaa
cgcaaaagga
gcggcgcggyg
gcggcggcegce

ccacccccaa
9999999999
gagaggtgcg
gcggcggegg
gecttegecc
cgcgttactc
cttggtttaa
ggagggccct
ggagcgeege

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2011

60
120
180
240
300
360
420
480
540



gtgcggcccg
ctccgegtgt
cgaggggaac
cgcggcggtc
cggcttcggg
ggtggcggca
99gaggggcy
ttgcctttta
gagccgaaat
gcgccggeag
ttcteccatct
€agggcggag
cctececgecage
<210>7

<211> 3668

<212> ADN

cgctgccegg
gcgcgagggg
aaaggctgeg
gggctgtaac
tgcggggctc
99199999ty
cggeggeccc
tggtaatcgt
ctgggaggcg
gaaggaaatg
ccagcctegg
ttcggettct

cagccatg

<213> Secuencia artificial

<220>

cggctgtgag
agcgeggecg
tgcggggtgt
cceccectge
cgtgcggggc
€€gggcgggg
ggagcgcegg
gcgagagggc
ccgcegeacc
99cg9ggagg
ggctgccgea
ggcgtgtgac

ES 2 665493 T3

cgctgeggge
gg9ggcggtgc
gtgcgtgggg
acccecctecec
gtggcgeggg
cggggeegec
cggctgtcga
gcagggactt
ccctctageg
gccttcgtge
99gggacggc
cggcggggrt

gcggcgcggg
cccgeggtge
gggtgagcag
ccgagttgct
gctcgeegtg
tcgggccggag
ggcgeggega
cectrttgtecce
ggcgcgggeg
gtcgcecgegce
tgccttcggg

tatatcttcc

gctttgtgcg
gggggggctg
ggggtgtagg
gagcacggcc
€cgggcgggg
gagggctcgg
gcecgeageca
aaatctggcg
aagcggtgcg
cgeegteecc

ggggacgggg
cttctctgtt

<223> secuencia del promotor de beta-actina mas larga de células CHO

<400>7
cttcctccac
catcaaactc
cttcttecatg
cccctcagtg
ttotttgatg
tgactgtctg
ctgggctata
tgcctttaat
gggctacata
agaacaaaac
ctcgttatct
cgggaccaag
ggggccagag
caggtcctge
gaggccccca
caggctccce
acccccacct

aactgagaga

ttcctettec
aacaactcag
gctgaggaca
tgtgtgtagt
ttgtgggggt
catagctact
tagggagaca
cataacactc
gagaatttga
ccccacacac
cttgctttct
acagaaccat
tgcctgecce
ctgggaatct
cttattcctg
tgagaacact
gtgaattgca

tacagggcca

ccecaccccca
gcatccccct
cccaggecag
gggaggaagt
tgggggcagt
caggaagctg
ctatttcaaa
aggaagtaca
ggccagtcta
aaaaaaaact
ctcatgccta
aagccagtgg
ttgaaccgtc
ggtctgetcc
cacccctggt
gccggeagtce
gggctggcag
gggccagggc

ccctgtttic
ctggcecctge
gcagectegt
9ggggtgttg
gctgagttaa
aggcaggaag
caaacaggag
ggcaggagga
ggctgcgtga
tcccaacaaa
agagaacact
gatagatcag
ccagggacca
tacttagtaa
ggtaggtggc
ctcattgaca
gtcctcaggc
agtcccgtcc

tgtgctctct
catcttctca
attcatccaa
gagcccctca
gactagcctg
atgaggagtt
gagctgggca
ttaggagttc
gacactgtca
ccaagaaaat
ggaaaatggc
aaatgttcca
gaggtgacaa
agctgcctgg
gtcttctccc
ggcagtattc
agctggcaaa

cccggaggca

28

cctgtctgea
gggtcctctc
cagaacagag
aagggctgtc
aatagcacca
ggaggccagc
tggtggcata
aaggttactt
aaaaaacaaa
caatctctct
cattgcagac
gaggtgggat
agtggcaaca
tgtcacacaa
ctgcagccac
gctcetgeccc
ccgectgaac

g9ggaggggac

600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1278

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

1020
1080
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gtgctgggaa agttctctct ctcaggccca ggttggtgac

tctettttgt
ggggtcaccc
gcacaaggaa
taagccttcc
cgagacaggc
actttctccc
cactcccatc
gctgacattt
ttctctggtg
ccccacagec
ggatagatgg
ggccttgget
ccatgacaag
catcgggaga
ttggtgtgtg
_grtrrgettc
ccagatctgg
aggccccgeg
cccttgecca
gggtgcatga
caagggcgga
ctctccatcec
ttrrtrtttg
ggtgagtgag
tcgagtggec
tccgegteca
caccaggtaa
cgctgcaggg
gggccgcegga
ccgeattgec
ggaacccatt
accgtatctg
ccttggtgge
999cgcggcg
tatggctggg

gggaaccaca
tttccatact
gttggtccag
ttggtttcaa
ccgagcatct
aggaggtgtg
cctagtgtag
tgataaatag
gattgagggc
tccagatgga
tgggtcccag
tagtrtretrtyg
ttttgcttgt
catcttcctg
gccctgagtc
taaattgtac
ctttccggct
tgttcctcaa
tcgaggtact
gccccagaat
ggcccagtca
tcttcctcaa
caaaaggagg
cggcgcggag
gctgtggegt
cccgegagea
gcagggacaa
tcgcggggga
gcggacactt
acggtgtaga
agggtcgcag
cccaccttgg
ccatgggtct
ggceccggetc

tattggggcg

gagtagccct
ggaggcctct
cctecccacg
cacctacact
catctgaagc
tgtccctcta
gtatcagctg
gcccatgttt
tccaagaact
ctagaacaca
cccaacagtg
cctgggtgtg
tctatagagc
caacagctcc
tcctaagtgg
cccaacacac
attgctggca
acaagaagcc
caatgttcac
gcaggcttga
tgcatgttcg
tctcggettt
gg9agaggggg
ccaatcagcg
cctataaaac
caggccetttc
caggcccage
cactcggcge
tcagatccaa
caccggtgga
tgtgggcgcet
g9g9ggaggaca
ttgtctaaac
ggccggatgg
cgtgcacgct

gaacgtgggg
gcaacttcaa
cagggccact
cactgagccc
acccttcttg
agctaagcca
aagagcttcc
aggagagcag
actctttgag
gttcggctgt
cctggcaatc
atcaggcagc
acagttcctt
agtcactgga
cccaaacctg
ctagcaaatt
agggggagtg
acgtaaacat
gtgatatcca
taaccgagac
ggcctatggg
ctctctctct
taaaaaaatg
ctcgeegttc
ccggeggege
gcagctcttt
cggccacagc
ggacaccggg
ctttcagtcc
cccgetetgg
atgagagccg
caaggtcggg
cggtttgccc
gggctgggtt
g9ggagggag

tgcagadggc
gtgtgcttcc
aatgctctgc
gctgcagtcc
ctactatgtg
cctaaattca
ggggtccctc
tgagcagaac
gggtccgggg
cacgctgcec
ggctgcacat
acccagagcc
ccteccaaaac
tctaggtctg
ccaccaggct
tgaagacccc
gaaaccccac
actcccggcec
aaaccgagcec
cacccagagg
cctgaatcgg
gccagcacce
ctctrttttt
ctgcactgtg
cgaaagttgc
aacgcgcage
cttcgecget
cctcecgtgg
gaaggctgga
agggtgtaga
ctcagagcac
atgcagcttt
agccaaacgc
atttggcttg
gccactgege

cccttectct

29

ttctgtcaaa
agtatactct
taccaaccta
atatatggac
tatgcagagc
gtrttctgte
acccctgecc
actcttgggt
gcgggagatc
ctcccagagt
aactaacaga
accagctaac
tgcccggact
gggcaaggga
cgecectgtct
tccaaccaca
cagaagtcec
cattcaatcc
tccatgctga
gtcctggggt
gcagtgtcca
aacgccaaaa
tTtttttattt
cggctaggec
cttttatggc
cactgtcgag
ccacacccgc
gcagtgaccg
gggtggtgec
ccctttacag
gcggettggg
cgggtgttga
cacgatcatg
€cgggcggge
ttgcgegetc

tcececctcetc

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
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ccaagttaaa cttgcgcgtg cgtattgaga cttggagcge ggccaccggg
ggcggggecg ttgtccggaa ggggcggggt cgcagegget tcggggegec
tcctgetggg tgtggtegee teccgegege gcactagecg cccgecggeg.
ggggcttgcg cccgrttggg gaggoggcgg aggectgget tcctgecgtg
cggaccagcg tttgcctctt atggtaataa cgegygccgge Ctgggettcc
gagtttgggc gcgcgecccc tggcggeccg aggecgegge ttgccggaag
ggcagcggct gcgectagtg gcccgctagt gaccgcgace ctcttttgtg

gttcgeeg

<210> 8

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador directo para beta-actina
<400> 8

gctctttctt cgecgetee 19
<210>9

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador inverso para beta-actina
<400> 9

accaccctcc agccttcce 19
<210> 10

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador directo para EF-1
<400> 10

gaacgcaggt gttgtgaaaa 20
<210> 11

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador inverso para EF-1

30

gttgggcgag
tgctcgegct
gggcgaagge
gggecgecte
tttgtccect
tgggcaggge
ccctgatata

3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3668
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<400> 11

ctcggceagcec tecttet 17
<210> 12

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador directo para rps21
<400> 12

gtggacctgt acgtgc 16
<210> 13

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador inverso para rpS21
<400> 13

ttctcacttt tatttatgac 20
<210> 14

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador directo para ferritina
<400> 14

cgccagaact accaccagga ¢ 21
<210> 15

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador inverso para ferritina
<400> 15

ttcagagcca catcatcceg 20
<210> 16

<211> 21

<212> ADN

31
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador directo para galectina
<400> 16

tggtcgcaag caacctgaat c 21
<210> 17

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador inverso para galectina
<400> 17

ttgaagtcac cgtctgccgce 20

<210> 18

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador directo M13

<400> 18

gttttcccag tcacgac 17

<210> 19

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> etiqueta de SAGE de repeticion alu
<400> 19

catggaagca gaat 14

<210> 20

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> etiqueta de SAGE de COX | mitocondrial
<400> 20

catgcaggag cttc 14

32
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<210> 21

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> etiqueta de SAGE de proteina ribosémica S21
<400> 21

catgggggag cgtt 14

<210> 22

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> etiqueta de SAGE de COX Il mitocondrial
<400> 22

catggtactg acac 14

<210> 23

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> etiqueta de SAGE de GAPDH
<400> 23

catggcctcc aagg 14

<210> 24

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> etiqueta de SAGE de ATPasa mitocondrial
<400> 24

catgataata cgta 14

<210> 25

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

33
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<223> etiqueta de SAGE de repeticion B-1
<400> 25

catgccttta atcc 14

<210> 26

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> etiqueta de SAGE de citocromo B mitocondrial
<400> 26

catgaatcgg aggc 14

<210> 27

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> etiqueta de SAGE de EF-1
<400> 27

catgaggcag acag 14

<210> 28

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> etiqueta de SAGE de galectina
<400> 28

catggcggca gacg 14

<210> 29

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> etiqueta de SAGE de repeticion Alu
<400> 29

catggtggct caca 14

<210> 30

<211> 14

34
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> etiqueta de SAGE de cadena pesada de ferritina
<400> 30

catgttggct gccg 14

<210> 31

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> etiqueta de SAGE desconocida
<400> 31

catgccctgt gccg 14

<210> 32

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> etiqueta de SAGE de proteina ribosémica L41
<400> 32

catgagagcg aagt 14

<210> 33

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> etiqueta de SAGE de deshidrogenasa mitocondrial
<400> 33

catgaggagg ccta 14

<210> 34

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> etiqueta de SAGE de beta-actina
<400> 34

35
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catgccctga gtcc 14
<210> 35

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador directo para amplificar el intron 1 que contiene el promotor de beta-actina

<400> 35

aggcccagct tgggaccaag acagaa 26
<210> 36

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador inverso para amplificar el intron 1 que contiene el promotor de beta-actina

<400> 36

cgcggatccg gcgaactata tcaggge 27

<210> 37

<211> 1884

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ADNCc que codifica esfingomielinasa acida

<400> 37

36



10

atggcccget
caagacggga
ctggegetgg
tctccccaag
gggtggggga
ctgaagaagg
ctgaagatag

gtggaggtgt

_tccacctgtg

aagccgeccce
ttcctcactg
gacccactgt
tactggggcg
QQQCYQJQCC)
gatgtctggc
gtgaggaagt
cctgtcaata
gaagcgatgg
attggggggt
aatttttgtt
ctccagtggc
attggccaca
gtagccaggt
tttgaggtct
cccagtgcaa
aactactccg
caggcaaaca

tatgggctgc

gacatgcaac
ccctgtggea
agcectgcte
tggccaagge
<210> 38

<211> 2859
<212> ADN

acggagcgtc
ccgeeggage
ctctgtctga
gccatcctge
acctcacctg
aacccaatgt
caccacctgc
ggagacgctc
ggcactggga
ccaaacccece
acctgcactg
gctgecgecg
aatacagcaa
cagccggece
accagactcg
tcctggggec
gctteectec
ccaaggettg
tctatgetct
cccgtgagaa
tggtggggga
ttcecccagg
atgagaacac
tctatgatga
ctacctacat
ggagctctca
taccgggagc

CCaacacact

ttttccagac
cgcectgecg
tgtgccgeca
cactgttttg

<213> Secuencia artificial

<220>

actccgecag
cceccggactc
ctctecgggtt
caggttacat
cccaatctgce
ggctegegtg
cgtgtgccaa
agtgctgagc
cattttctca
tagcccccca
ggatcatgac
gggrrctggc
gtgtgacctg
ttttgatatg
tcaggaccaa
agtgccagtg
ccecctteatt
ggagccctgg
ttccccatac
cttctggetc
gcttcaggct
gcactgtctg
cctggetget
agagactctg
cggccttaat
cgtggtectg
cataccgcac

gcctaccgec

cttctggtrt
tctggctact
cctgatgceca

ctga
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agctgecccca
ctttggatgg
ctctgggctc
cgcatagtgc
aaaggtctat
ggctecegtgg
tccattgtcc
ccatctgagg
tcttggaaca
gccccaggtg
tacctggagg
ctgccgeccg
cccctgagga
gtgtactgga
ctgcgggecec
taccctgcetg
gagggcaacc
ctgectgeeg
cccggtcetec
ttgatcaact
gctgaggatc
aagagctgga
cagttctttg
agccggecege
cctggttacc
gaccatgaga
tggcagcttc

tggcacaacc

ctctaccata
ctttgtgccc

gatgggagcc

<223> ADNCc que codifica alfa-glucosidasa

<400> 38

ggtccggecg
gcctggeget
cggcagaggc
cccggetecg
tcaccgccat
ccatcaagct
acctctttga
cctgtggect
tctctttgec
cccctgteag
gcacggaccc
catcccggec
ccctggagag
caggagacat
tgaccaccgt
tgggtaacca
actcctcccg
aagccctgeg
gcctcatetc
ccacggatcc
gaggagacaa
gctggaatta
gccacactca
tggctgtagce
gtgtgtacca
cctacatcect
tctacagggc

tggtatatcg

agggccaccc
agctctctge

tcccagaggc.

37

ggagcaggga
ggcgctggcg
tcaccctctt
agatgtcttt
caacctcggg
gtgcaatctyg
ggatgacatg
gctecetggge
tactgtgccg
ccgcatccte
tgactgtgca
aggtgccgga
cctgttgagt
cceccgeacat
caéagcactt
tgaaagcaca
ctggctctat
caccctcaga
tctcaatatg
cgcaggacag
agtgcatata
ttaccgaatf
tgtggatgaa
cttcctggcea
aatagatgga
gaatctgacc
tcgagaaacc

catgcggggc

accctcggag
ccgtgctgac

ccagagcctg

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

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

1740
1800
1860
1884



atgggagtga
ttggcaaccg
gagctgagtg
agcagaccag
cagtgcgacg
gaacagtgcg
. Cagatggggc
ctgagctect
cccaaggaca
ttcacgatca
cacagccggg
atcgtgcacc
tttgcggacc
gccgageacc
cgggaccttg
ctggaggacg
gtcctgeage
atcttcctgg
ccgttcatgc
accgctatca
caatggaacg
ttccgggact
atcgtggatc
ggtctgcgga
tggcecgggt
gacatggtgg
gagccttcca

ggcaccecgec
ctgcactect
gctccteccc
ggccccggga
tceccceccaa
aggcccgegg
agccctggty
ctgaaatggg
tectgaccct
aagatccagc
caccgteccc
ggcagctgga
agttccttca
tcagtcccct
cgcecacgec
gcgggtcgge
cgagcectge
gcccagagece
cgccatactg
cccgecaggt
acctggacta
tcccggecat
ctgccatcag
ggggggtttt
ccactgcctt
ctgagttcca

acttcatcag

ctgctcccac
ggggcacatc
agtcctggag
tgcccaggeca
cagccgcettc
ctgctgetac
cttettceca
ctacacggcec
gcggctggac
taacaggcgc
actctacagc
cggecgegtg
gctgtccacc
gatgctcage
cggtgcgaac
acacggggtg
ccttagctgg
caagagcgtg
gggcctgggc
ggtggagaac
catggactcc
ggtgcaggag
cagctcgggc
catcaccaac
ccccgactte
tgaccaggtg
gggctctgag
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cggctcctag
ctactccatg
gagactcacc
cacceccggec
gattgcgecc
atccctgcaa
cccagetacce
accctgaccc
gtgatgatgg
tacgaggtgc
gtggagttct
ctgctgaaca
tcgetgeect
accagctgga
ctctacgggt
ttcctgctaa
aggtcgacag
gtgcagcagt
ttccacctgt
atgaccaggg
cggagggact
ctgcaccagg
cctgccggga
gagaccggcc
accaacccca
cccttcgacg

gacggctgcce

ccgtetgege
atttcctget
cagctcacca
gtcccagage
ctgacaaggc
agcaggggct
ccagctacaa
gtaccacccc
agactgagaa
ccttggagac
ctgaggagcc
cgacggtggac
cgcagtatat
ccaggatcac
ctcacccttt
acagcaatgc
gtgggatcct
acctggacgt
gccgetggag
cccacttecc
tcacgttcaa
gcggecggeg
gctacaggcc
agccgetgat
cagccctgge
gcatgtggat

ccaacaatga

38

cctcgtgtcc
ggttccccga
gcagggagec
agtgcccaca
catcacccag
gcagggagcec
gctggagaac
caccttcttc
ccgectecac
ccecgegtgtce
cttcggggtg
gccectgtte
cacaggcctc
cctgtggaac
ctacctggcg
catggatgtg
ggatgtctac
tgtgggatac
ctactecctcc
cctggacgtc
caaggatggc
ctacatgatg
ctacgacgag
tgggaaggta
ctggtgggag
tgacatgaac

gctggagaac

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620



ccaccctacg
agccaccagt
atcgectccc
tcgacctttg
tgggagcage
ctggtcgggg
tggacccage
ccccaggage
ctgcgetacg
gagaccgtgg
gaccaccage
gccgaagtga
gaggcccttg
gaggggcagt
gggtacatca
atggccctgg
gatggagaga
aggaataaca
ctgcagaagg
gtccctgtct
ctgttgatgg

<210> 39
<211> 1958
<212> ADN

tgcctggggt
ttctctccac
acagggcgcet
ctggccacgg
tcgectectc
ccgacgtctg
tgggggectt
cgtacagctt
cactcctecc
cceggeeect
tcctgtgggg
ctggctactt
gcagcecetecc
gggtgacgct
tceccectgea
ctgtggccct
gcctggaagt
cgatcgtgaa
tgactgtcct
ccaacttcac

gagagcagtt

<213> Secuencia artificial

<220>

ggttgggggy
acactacaac
ggtgaaggct
ccgatacgec
cgtgccagaa
cggcttectg
ctaccccttc
cagcgagecg
ccacctctac
cttcctggag
ggaggcectg
cceettggge
acccccacct
gccggececc
gggccctgge
gaccaagggt
gctggagega
tgagctggta
gggcgtggec
ctacagcccc

tctcgtcage

<223> promotor de rpS21 de hamster

<400> 39

gatcaacatt
cattggatga
tgggctggtg
gggtcattaa
ttgagctttt
agcagatgga
ctgagtcagt
ccttgetgtt
ttgtgggctt

tacgctggct
ggacccagta
tctgectggtc
cactgaggag
ctattagtgc
acacattcta
cctgggtcag
ggatttggca
catgctgect

gttttaatga
agtgctgaga
aaggtaccag
gcttgtitat
tacaagtatg
tgaaaaccce
tttcaacggg
gtctctgagt
ttgtgttccg
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accctccagg
ctgcacaacc
cgggggacac
ggccactgga
atcctgcagt
ggcaacacct
atgcggaacc
gcccageagg
acgctgttec
ttccccaagg
ctcatcaccc
acatggtacg
gcagcteece
ctggacacca
ctcacaacca
ggagaggccc
ggggectaca
cgtgtgacca
acggcgcccc
gacaccaagg

tggtgttaa

gagcaccggt
gccgeagatg
aggctgecte
tagtttactc
catcatggtc
tatcacaacc
ctgttctttc
ggataccaga
ttrrteettt

cggccaccat
tctacggect
gccecatttgt
c€gggggacgt
ttaacctgct
cagaggagct
acaacagcct
ccatgaggaa
accaggccca
actctagcac
cagtgctcca
acctgcagac
gtgagccagce
tcaacgtcca
cagagtcccg
gaggggagct
cacaggtcat
gtgagggagc
agcaggtect
tcctggacat

cttgggtcac
tagccggtgt
agcttcctca
trttctttcc
tgcttctegt
ctgtctacta
tctcattagt

aaatacgatt

tt1tog999g99

39

ctgtgcctcc
gaccgaagcc
gatctcecege
gtggagctcc
gggggtgcct
gtgtgtgcgc
gctcagtctg
ggccctcacc
cgtcgcggag
ctggactgtg
ggccgggaag
ggtgccaata
catccacagc
cctcegggcet
ccagcagecc
gttctgggac
cttectggec
tggcctacag
ctccaacggt

ctgtgtctcg

ctcactgtca
gggtgaatgc
gagggacaaa
acctaaaagt
gaaggttttg
attctaaact
ggccatattc
ttttecctttg
gggatgtggt

1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2859

60
120
180
240
300
360
420
480
540
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15

ggagttattt
taggcattgt
tatgtgcact
tgctgagtag
actctgggtg
acaggtgcag
ccttccaagg
ttccagacac
tgacagtcct
catttaactg
gttctacaga
acagtgtaga
cctgagegtt
tgtactgcac
gcaggagagg
ggctggtctc
ccgecgegac
cgtccccgea
cccgeegecc
ggcggetect
ttggtagggt
ttgcaccgga
tcgtgacccg
gacgacccac
<210> 40

<211> 26

<212> ADN

ggtaatactt
tcagggcagt
aaactttttc
agctactgca
tgctccatct
ctctcaaagc
gcagtggcta
aatgcccaca
gggaaggtgt
ggtgtgcaca
taagcgagac
ctgggagtct
aggggcattt
cctctgggea
gcagggcctg
ggcggttccc
tggcggeggc
ggcgagccgg
cctcaaccte
gctgtgggeg
agagccaggc
agcggaagaa
gaagtattca
ttcctttctg

<213> Secuencia artificial

<220>

tgacccttge
tactggaggc
acctgtttcc
aatttctggg
ctggccacta
taaaacacaa
tggttecttgt
cctgetttcc
cgggtgcgceg
cctgaggceac
aagcggtccc
tgtgtccggg
tcctectggt
gactcacaac
ggtggagacg
actggactgc
ttccggggag
ctcecttega
aagcagggga
gagctctect
tccagtgtet
aagactccca
ccacacgceac

cgcteegetg
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aggcectgtt
tagacctttc
agtccctgec
gttttcéttg
aagagacctt
acaaaccacc
ttctgatgca
caggcgtgag
tggcagggag
cagtctgecc
tatgtgaaga
ctggtbtgca
ttttaaagat
actgggeggc
ccgcagggga
cgctctgetg
cgatttccag
cgtecttect
gacccggcecg
gctatgggcg
gagcctttgt
agccggcctc
cgcccctece

gcctagag

tttatgatgt
tcaacactct
ctttttagga
gccactttct
cagggttcaa
cttgtacaca
cagaaagggt
gagggtttca
gggagagctc
agagagacat
atgtaacggt
gcctcttecaa
tttatttgtt
cggatgcecgt
gcgcgecgge
acacccgtgce
gtgcaggtct
atcccgegec

gggcggggea

gagctgggeg

gcggaagagc
cggaacggtg
gcccaagaga

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 40

agctctaata cgactcacta tagggc

<210> 41
<211>21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

26

<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador sintético

<400> 41

ctctaggcca gcggagegea g 21

40

‘tagggggccc

aacccagtgc
ctgctgaatt

ccttactggce

‘ctcaacacac

ggcetcatgg
ctagtggaaa
gcagacctca
tccccaagat
caggtgcaca
aggaaaacca
cagggggctg
atgtagacag
gctggccaga
ccggacgect
ccgecteect
ggggtgtcgg
ccecgeegecc
cgaagagcgce
cggagccgec
cggggettct
gatacgagca

gctgcctaggg

600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1958
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25
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REIVINDICACIONES

1. Un promotor de rpS21 aislado que tiene la secuencia nucleotidica expuesta en SEC ID NO: 39, o una variante de
la misma que tiene actividad promotora, en el que la identidad de la variante y de la SEC ID NO: 39 es de al menos
95% a lo largo de toda la longitud de la SEC ID NO: 39.

2. Un vector que comprende el promotor de la reivindicacion 1.

3. El vector de la reivindicacién 2, en el que la secuencia nucleotidica esta ligada operablemente a un acido nucleico
heterdlogo.

4. El vector de la reivindicacion 3, en el que el acido nucleico heterdélogo codifica una proteina terapéutica.
5. El vector de la reivindicacion 4, en el que la proteina es terapéutica es a-glucosidasa o esfingomielinasa acida.
6. Una célula hospedante transfectada con el vector de una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5.

7. La célula hospedante de la reivindicacion 6, en la que la célula hospedante es una célula de ovario de hamster
chino (CHO).

8. Un método para producir una proteina, en el que el método comprende:

(a) cultivar una célula transfectada con el vector de una cualquiera de las reivindicaciones 2-5, en el que el promotor
esta ligado operablemente a una molécula de acido nucleico que codifica la proteina; y

(b) recuperar la proteina.

9. El método de la reivindicacion 8, en el que la proteina es un anticuerpo.

10. El método de la reivindicacién 8, en el que la proteina es una proteina terapéutica.

11. El método de la reivindicacién 10, en el que la proteina terapéutica es a-glucosidasa o esfingomielinasa acida.

12. Un animal transgénico no humano que comprende el promotor de la reivindicacion 1, en el que el animal
contiene células manipuladas genéticamente en las que el promotor ya no esta ligado operablemente al mismo
acido nucleico que en un genoma de origen natural.

13. El animal transgénico de la reivindicacion 12, en el que el animal es un mamifero.

Ly
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