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

Campo técnico

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

Técnica antecedente

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

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

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

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

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

El documento no de patente 8 desvela la secuencia completa de un clon BAC de Homo sapiens de 139722
nucledtidos.

El documento de patente 1 y el documento no de patente 9 desvelan una secuencia de ADN genémico de Homo
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sapiens de 170489 nucledtidos.

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

Listado de citas

Documento de patente

Documento de patente 1: US 2007/161003
Bibliografia no de patente

BNP 1: Florian M. Wurm. (2004) Production of recombinant protein therapeutics in cultivated mammalian cells.
Nat. Biotechnol. 22(11): 1393-1398

BNP 2: Ted H. J. Kwaks y Arie P. Otte. (2006) Employing epigenetics to augment the expression of therapeutic
proteins in mammalian cells. TRENDS in Biotechnol. 24(3): 137-142

BNP 3: Pierre-Alain Girod, Duc-Quang Nguyen y col. (2007) Genome-wide prediction of matrix attachment
regions that increase gene expression in mammalian cells. Nat. Methods. 4(9): 747-753

BNP 4: Adam C. Bell, Adam G. West, Gary Felsenfeld (2001) Insulators and Boundaries: Versatile Regulatory
Elements in the Eukaryotic Genome, Science 291: 447-450

BNP 5: Steven Williams, Tracey Mustoe y col. (2005) CpG-island fragments from the HNRPA2B1/CBX3 genomic
locus reduce silencing and enhance transgene expression from the hCMV promoter/enhancer in mammalian
cells. BMC Biotechnol. 5(17): 1-9

BNP 6: Arie P. Otte, Ted H. J. Kwaks y col. (2007) Various Expression-Augmenting DNA Elements Benefit from
STAR-Select, a Novel High Stringency Selection System for Protein Expression. Biotechnol. Prog. 23: 801-807
BNP 7: Qiliang Li, Kenneth R. Peterson, Xiangdong Fang y George Stamatoyannopoulos, (2002) Locus control
regions, Blood 100(9): 3077-3086

BNP 8: BASE DE DATOS EMBL [en linea] 11 de septiembre de 2001 (11-09-2001), "Homo sapiens BAC clone
RP11-152F13 from 4, complete sequence", recuperado del nimero de registro EBI EM_STD: AC093770. N.° de
registro de la base de datos AC093770.

BNP 9: BASE DE DATOS Geneseq [en linea] 5 de marzo de 2009 (5-3-2009), "Human hD7-063 genomic DNA
sequence, SEQ ID 56.", recuperado del numero de registro EBI GSN: AUL93993, Registro de la base de datos n°
AUL93993.

Sumario de la invencién

Problemas técnicos

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

Solucién al problema

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

Es decir, la invencion incluye las siguientes invenciones.

(1) Un polinucledtido que consiste en una secuencia de polinucleétido representada por la SEC ID N°: 3 en el
listado de secuencias.

(2) Un polinucleétido que comprende al menos 3000, 200 o 1500 nucledtidos consecutivos de una secuencia de
polinucleétido representada por la SEC ID N°: 3 en el listado de secuencias en el que el polinucleétido es un
fragmento parcial de la SEC ID N°: 3y tiene una actividad de potenciar la expresion de un gen exogeno.

(3) Un polinucledtido que consiste en una secuencia de polinucleétido que tiene una homologia de 95 % o mas o
de 99 % o mas con la secuencia del polinucledtido de acuerdo con los puntos (1) o (2) y que tiene una actividad
de potenciar la expresion de un gen exdgeno.

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

(5) Un polinucledtido que consiste en una secuencia de polinucleétido que contiene:
- al menos una de las secuencias de polinucleétidos de acuerdo con uno cualquiera de los puntos (1) a (3); y
- al menos uno de:

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

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

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

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

y que tiene una actividad de potenciar la expresion de un gen exdgeno.
(6) Un vector que comprende un elemento de ADN que tiene la secuencia de polinucledtido de:

(i) un polinucledtido de acuerdo con uno cualquiera de los puntos (1) a (5);

(ii) un polinucledtido que comprende una secuencia de polinucleétido que contiene dos o mas de las
secuencias de polinucledtido del polinucleétido que comprende al menos 3000, 2000 o 1500 nucleétidos
consecutivos de una secuencia de polinucleétido representada por la SEC ID N° 3 en el listado de
secuencias en el que cada secuencia de polinucledtido es un fragmento parcial de la SEC ID N°:3 y que tiene
una actividad de potenciar la expresion de un gen exégeno; o

(7) Un vector de acuerdo con el punto (6), en que el vector es un vector de expresion de un gen exégeno que
comprende ademas un gen exogeno, y en el que el elemento de ADN esta posicionado con respecto al gen
exogeno de una manera funcionalmente eficaz.

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

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

(10) Una célula transformada dentro de la que:
a) se han introducido el vector de acuerdo con el punto (6) y un gen exégeno, o

b) se ha introducido el vector de expresion de un gen exdégeno de acuerdo con uno cualquiera de los puntos
(7)a(9).

(11) La célula transformada de acuerdo con el punto (10), en la que la célula es una célula en cultivo procedente
de un mamifero, en la que la célula cultivada es una célula que se selecciona entre el grupo que consiste en
células COS-1, células 293, y células CHO.

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

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

(14) Un procedimiento para producir una proteina caracterizado porque comprende cultivar la célula
transformada de acuerdo con uno cualquiera de los puntos (10) a (13) y obtener la proteina codificada por el gen
exogeno a partir del producto del cultivo resultante.

(15) Un procedimiento para potenciar la expresion de un gen exdgeno en una célula transformada dentro de la
que se ha introducido un gen exégeno o un vector de expresion de un gen exdgeno, caracterizado porque usa:
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(i) un polinucleétido de acuerdo con uno cualquiera de los puntos (1) a (5);

(ii) un polinucledtido que comprende una secuencia de polinucledtido que contiene dos o mas de las
secuencias de polinucleétido del polinucleétido que comprende al menos 3000, 2000 o 1500 nucleétidos
consecutivos de una secuencia de polinucleétido representada por la SEC ID N° 3 en el listado de
secuencias en el que cada secuencia de polinucleétido es un fragmento parcial de la SEQ ID N°:3 y que tiene
una actividad de potenciar la expresion de un gen exdgeno;

(iii) un vector de acuerdo con el punto (6) o un vector de expresion de un gen exdégeno de acuerdo con uno
cualquiera de los puntos (7) a (9).

(16) El uso de:
(i) el polinucledtido de acuerdo con uno cualquiera de los puntos (1) a (5);

(ii) un polinucledtido que comprende una secuencia de polinucledtido que contiene dos o mas de las
secuencias de polinucledtido del polinucleétido que comprende al menos 3000, 2000 o 1500 nucleétidos
consecutivos de una secuencia de polinucleétido representada por la SEC ID N° 3 en el listado de
secuencias en el que cada secuencia de polinucledtido es un fragmento parcial de la SEQ ID N°:3 y que tiene
una actividad de potenciar la expresion de un gen exdégeno; o

(iii) un vector de acuerdo con el punto (6),
para potenciar la expresion de un gen exégeno en una célula transformada.

Efectos ventajosos de la invenciéon

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

Breve descripcion de los dibujos

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

[Fig. 12] La Fig. 12 es un grafico que muestra la expresion de SEAP en una linea celular CHO que expresaba
establemente sin un elemento de ADN o con un elemento de ADN A18 o una secuencia relacionada. Se
confirmaron los efectos del elemento de ADN A18 y secuencias relacionadas sobre la potenciacion de la
expresion.
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[Fig. 13] La Fig. 13 es una tabla que muestra las longitudes de secuencia de un elemento de ADN B5 y de
secuencias relacionadas.

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

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

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

Descripcioén de las realizaciones

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

1. Elemento de ADN que se usa para potenciar la expresion de un gen exégeno

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

En la presente invencién, A18 es un ejemplo de un elemento de ADN que se va a usar para aumentar la expresion
de un gen exdgeno. El A18 se localiza en la region desde 111275976a 111284450del cromosoma 4 humano y es
una secuencia de polinucledtido de 8475pb, que tiene un contenido de AT del 62,54 %. La secuencia de
polinucleétido de A18 esta representada por la SEC ID N°: 3 en el listado de secuencias.

A2, A7, B5 y C14 son ejemplos de elementos de ADN similares. A2 esta localizado en la region desde 80966429 a
80974878 del cromosoma humano 15 y es una secuencia de polinucledtido de 8450 pb, que tiene un contenido de
AT del 62,2 %. La secuencia de polinucleétido de A2 se representa por la SEC ID N°: 1 en el listado de secuencias.

A7 esta localizado en la region desde 88992123 a 89000542 del cromosoma 11 humano y es una secuencia de
polinucledtido de 8420 pb, que tiene un contenido de AT del 62,52 %. La secuencia de polinucledtido de A7 esta
representada por la SEC ID N°: 2 en el listado de secuencias.

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

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

En la invencion, la actividad de aumento de la expresion de un gen exdgeno del elemento de ADN se puede ensayar
usando la actividad de una proteina codificada por un gen indicador tal como SEAP como indice. En los casos en los
que de la actividad de una proteina indicadora en presencia del elemento de ADN aumenta, preferentemente el
doble 0o mas, mas preferentemente el cuadruple o mas, aun mas preferentemente el quintuple o mas en
comparacioén con el caso en el que no esta presente el elemento de ADN, se puede determinar que el elemento de
ADN tiene una actividad de potenciar la expresion de un gen exdgeno. Incluso en los casos en los que la actividad
aumenta al doble o mas, se espera esto reduzca la escala del cultivo celular y el tiempo de cultivo celular, y como
resultado, es posible aumentar el rendimiento y reducir el coste del cultivo celular. Si aumenta el rendimiento,
entonces es posible suministrar de manera estable una proteina exdgena para su uso como agente farmacéutico.
Ademas, si se reduce el coste del cultivo celular, se reduce el coste de la proteina exdgena que se usa como agente
farmacéutico, y también se reduce la carga financiara sobre los pacientes a quienes se va a administrar la proteina
exogena.

En la invencion, se puede usar el elemento de ADN A18 solo, y pueden usarse dos o mas copias del elemento de
ADN A18. Como alternativa, puede usarse al menos un elemento de ADN A18 en combinacién con al menos uno de
los diferentes tipos de elementos de ADN anteriores.

A7, A7, B5 y C14 son ejemplos preferidos de diferentes tipos de elementos de ADN para su uso en la invencién en
combinacién con el elemento de ADN A18.

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

El elemento de ADN que para su uso tal como se ha descrito anteriormente puede ser un elemento de ADN que
hibride con un polinucleétido que consiste en una secuencia de polinucleétido complementaria a un polinucleétido
que consiste en una secuencia de polinucleétido seleccionada entre el grupo que consiste en las secuencias de
polinucledtidos representadas por las SEC ID N°: 1 a 5 en condiciones rigurosas y que tiene una actividad de
potenciar la expresion de un gen exdégeno.

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

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

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

Como el elemento de ADN de la invencién, se puede usar un fragmento parcial que comprenda al menos 3000 o al
menos 2000 nucledtidos consecutivos de una secuencia de polinucleétido representada por la SEC ID N° 3 en el
listado de secuencias. Los ejemplos de dichos fragmentos parciales incluyen: A18-1 a A18-4 que son fragmentos
parciales de A18. También se desvelan en el presente documento A2-1 a A2-17 que son fragmentos parciales de
A2; A7-1 a A7-18 que son fragmentos parciales de A7; B5-1 a B5-6 que son fragmentos parciales de B5; y C14-1 a
C14-14 que son fragmentos parciales de C14. Sin embargo, el elemento de ADN no esta limitado a estos
fragmentos parciales siempre que tenga una actividad de potenciar la expresion de un gen exégeno.

En la invencioén, puede usarse cualquiera de los fragmentos de A18 anteriores solo y también se pueden usar dos o
mas copias de un tipo de los fragmentos parciales de A18. Como alternativa, se pueden usar en combinacion dos o
mas tipos diferentes de los fragmentos parciales de A18. Ademas, se puede usar en combinacidon una secuencia de
longitud completa y/o un fragmento parcial del elemento de ADN A18 mencionado anteriormente. Ademas, se puede
usar al menos una secuencia de longitud completa y/o un fragmento parcial del elemento de ADN A18 en
combinacion con al menos una secuencia de longitud completa y/o un fragmento parcial de diferentes elementos de
ADN.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Como vector de expresion de un gen exogeno de la invencién, se proporciona un vector que contiene un elemento
de ADN del tipo A18 mencionado anteriormente, dos 0 mas copias de un elemento de ADN del tipo A18 mencionado
anteriormente en combinacion, o al menos uno de elemento de ADN del tipo A18 mencionados anteriormente en
combinacién con al menos uno de los diferentes tipos de elementos de ADN y que contienen ademas una unidad de
expresion de un gen exoégeno. Cuando se expresa un gen exdgeno en una célula hospedadora usando el vector de
expresion de un gen exdgeno mencionado anteriormente, el elemento de ADN se puede situar inmediatamente
cadena arriba o cadena abajo de la unidad de expresion génica, o se puede localizar en una posicion lejana de la
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unidad de expresion génica. Ademas, se puede usar un vector de expresion de un gen exdgeno que contenga una
diversidad de dichos elementos de ADN. De hecho, el elemento de ADN se puede insertar tanto en orientacion
directa como inversa con respecto a la unidad de expresion génica.

Ademas, como un vector que se usa en la invencion, también se incluye un vector que contiene un elemento de
ADN del tipo A18 mencionado anteriormente, dos 0 mas copias de un tipo del elemento de ADN 18 mencionado
anteriormente, dos o mas diferentes tipos del elemento de ADN A18 mencionado anteriormente en combinacion, o al
menos uno de los tipos de elemento de ADN A18 en combinacién con al menos uno de los diferentes tipos de
elementos de ADN diferentes y que no contenga una unidad de expresion génica (de aqui en adelante denominado
también “vector de elemento”). Dicho vector de elemento se puede usar en combinacion con el vector de expresion
de un gen exdgeno mencionado anteriormente que contiene el elemento de ADN o un vector de expresion de un gen
exogeno que no contiene un elemento de ADN y solamente contiene la unidad de expresion de un gen exdgeno.
Permitiendo la coexistencia del vector de elemento con el vector de expresién de un gen exdgeno, la expresion de
un gen exogeno aumenta en comparacion con los casos en los que se usa solo el vector de expresion de un gen
exogeno, por lo tanto, la combinacién de los vectores mencionados anteriormente también se incluye en el vector de
expresion de un gen exdgeno de la invencion.

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

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

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

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

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

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

4. Célula transformada

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

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

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

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

5. Procedimiento para producir proteina exdégena

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

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

En los casos en que la célula transformada sea una célula de mamifero, la célula se cultiva en condiciones, por
ejemplo, de 37 °C, y un 5 % o un 8 % de CO, durante un tiempo de cultivo de aproximadamente 24 a 1000 horas. El
cultivo se puede llevar a cabo por medio de cultivo discontinuo, cultivo de alimentacién discontinua, cultivo continuo
y similares en condiciones estaticas, de agitacion, removido o aireacion.

La confirmacién del producto de expresion del gen que codifica la proteina exdgena a partir del producto de cultivo
(solucion de cultivo) mencionado anteriormente se puede llevar a cabo por SDS-PAGE, analisis de Western, ELISA
o similares. Con el fin de aislar y purificar la proteina producida, se puede usar un procedimiento de purificacion y
aislamiento de proteinas convencional. Tras completar el cultivo, en los casos en los que la proteina diana se
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produce en células, se homogenizan las células usando un homogeneizador ultrasénico, una prensa de French, un
homogeneizador de Manton-Gaulin, Dinomil, o similar, obteniendo de esta manera la proteina diana. Ademas, en los
casos en los que se produce la proteina diana fuera de las células, la solucién el cultivo se usa como tal, o se
eliminan las células por centrifugacion o similar. A continuacion se recoge la proteina diana por extraccion o similar
usando un disolvente organico y luego se aisla y purifica la proteina diana usando técnicas tales como varias
técnicas de cromatografia (cromatografia hidréfoba, cromatografia de fase inversa, cromatografia de afinidad,
cromatografia de intercambio iénico, etc.), filtracion en gel usando un tamiz molecular y electroforesis usando un gel
de poliacrilamida o similar solo o en combinacion segun las necesidades.

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

6. Procedimiento para producir una proteina de anticuerpo

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

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

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

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

7. Procedimiento de produccion de otras proteinas exdgenas

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

Ejemplos

En lo sucesivo, la invencion se describira especificamente en referencia a los ejemplos. Sin embargo, estos
ejemplos no limitan el ambito técnico de la invencion. Los plasmidos, enzimas de restriccion, enzimas de
modificacion de ADN, y similares que se van a usar en los ejemplos de la invencién son productos disponibles en el
mercado y se pueden usar segun procedimientos comunes. Ademas, los procedimientos que se usan para la
clonacion de ADN, la determinacion de la secuencia de polinucledétido, la transformacién de una célula hospedadora,
el cultivo de una célula hospedadora transformada, la recogida de una proteina a partir del producto de cultivo
resultante, la purificacion de una proteina y similares también son bien conocidos por los expertos en la técnica o se
pueden encontrar en la bibliografia.
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Ejemplo 1
Extraccion del elemento de ADN
(1-1) Inmunoprecipitacion de cromatina usando un anticuerpo anti-histona H3 acetilada

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

En primer lugar, se cultivaron células 293F (Invitrogen) usando Medio 293 FreeStyle™ GIBCO (marca registrada)
(Invitrogen) en condiciones de 37 °C y un 8 % de CO», seguido de centrifugacion (1000 rpm, 5 min, a temperatura
ambiente), por la que se recogieron las células en fase de crecimiento. Después se fijaron 2 x 107 células en un
medio que contenia un 1 % de formaldehido durante 10 minutos, se afiadié al mismo 10 x de glicina, seguido de
incubacion a temperatura ambiente durante 5 minutos. Tras la centrifugacion (3000 rpm, 5 min, 4 °C), se retiro el
sobrenadante, y se afiadié PBS al sedimento celular para suspender las células. Entonces, la suspension celular se
centrifugd de nuevo para retirar el PBS, y a continuacion se afiadié un tampon de lisis SDS al sedimento celular para
suspender vy lisar las células. Cada muestra que se obtenia por lisis celular se sometié a fragmentacion de ADN
usando un homogeneizador ultrasénico (BRANSON) mientras se enfriaba la muestra con agua helada, y se afadi6 a
la misma un tampén de dilucién que contenia un coctel inhibidor de proteasas y proteina G inmovilizada en agarosa.
La mezcla resultante se sometié a rotacion a 4 °C durante 1 hora, seguido de centrifugacion, y luego se recolecto el
sobrenadante. Posteriormente, se afadieron al mismo 10 yg de IgG normal de conejo o de un anticuerpo a-acetil
histona H3, seguido de rotacién durante una noche a 4 °C. A la solucidon resultante, se afadié proteina G
inmovilizada en agarosa y la mezcla resultante se sometié a rotacion a 4 °C durante 1 hora, seguido de
centrifugacion, y luego se recolecté el sedimento. El sedimento obtenido de esta manera se lavd dos veces en
tampon de lavado de complejo inmunitario bajo en sal, dos veces con tampén de lavado de complejo inmunitario alto
en sal, dos veces con tampodn de lavado de complejo inmunitario LiCl, y finalmente cuatro veces con tampén TE.
Luego se afiadié al mismo un tampdn de elucion (que contenia 20 pl de hidrégeno carbonato sédico 1M, 10 ul de
SDS, y 170 pl de agua estéril). Tras 30 minutos, se centrifugd la mezcla, y se recogio el sobrenadante.

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

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

(1-2) Analisis de micromatriz

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

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

5-TACTAGCGGTTTTACGGGCG-3'

5-TCGAACAGGAGGAGCAGAGAGCGA-3

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

(1-3) Extraccion del elemento de ADN

Basandose en los resultados del analisis ChlP-on-chip que se obtienen en (1-2), se extrajeron 5 secuencias que
tienen un contenido en AT del 62 % o mas.

A2: cromosoma 15 (80966429 a 80974878)
A7: cromosoma 11 (88992123 a 89000542)
A18: cromosoma 4 (111275976 a 111284450)
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B5: cromosoma 1 (143034684 a 143043084)
C14: cromosoma 11 (46089056 a 46097482)

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

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

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

(2-2) Clonacion del elemento de ADN

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

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

A2D:

5-GGAAATTGAGAAGTATCATTCACAACAGTACCACAAACATGAAATAAATGTGGAT
CCTATTAATAGTAATCAATTACG-3'

A2ZR:

5-CTCATTCTGTGGGTTGTCATTTCACTTCCTTGATGCTATCCTTTCAAGCAAAATC
CTAGTCAATAATCAATGTCAACG-3'

ATD:

5-CTTATTTTCTAAGTAGTATAGACTTAATTGTGAGAACAAAATAAAAACTTGGATC
CTATTAATAGTAATCAATTACG-3'

ATR:

5-CTCTTCCCATTCTCATTTGAATCTACTTCAAAAGGTTTACCATACTAAGACCTAG
TCAATAATCAATGTCAACG-3'

A18D:

5-CGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCTGAGGCGGGTGGATCACCTGAGGTCGA
TCCTATTAATAGTAATCAATTACG-3'

A18R:

15



10

15

20

25

30

35

40

ES 2701091 T3

5-CATACAGAAGCCAGTTTGAACTGAGACCTCACTCCATTTCTTACAAGTTATGCCC
TAGTCAATAATCAATGTCAACG-3'

B5D:

5-ACCGTTTTATATTGTTTAAGCATTTCCTAGACATATTTGGCTACAAATCTAGATC
CTATTAATAGTAATCAATTACG-3'

B5R:

5-GATCTTAGGGGGGCTGATTATATAAAACAATAGAAATGTAGTCTTAGATGAAACC
TAGTCAATAATCAATGTCAACG-3'

C14D:

5-CACAAAGTTCACTGTCAAGGCCAGGTGATGAGGCCCACACATGCCCGGACCTTGA
TCCTATTAATAGTAATCAATTACG-3'

C14R:

5-CAAAACCTCATCTCTACTGAAAATAGAAAATTAGCTGGGCGTGGTGGCAGGTGCC
CTAGTCAATAATCAATGTCAACG-3'

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

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

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

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

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

(2-3) Evaluacion usando la expresion de SEAP como indice

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

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

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

Ejemplo de referencia 1
Generalidad de promotores que se va a usar en combinacion

El promotor para el vector que se usa en la evaluacion de los elementos de ADN del ejemplo 2 era un promotor de
CMV, y de esta manera se estudio en el ejemplo de referencia 1 el uso de elementos de ADN en combinacién con
otros promotores generales.

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

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

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

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

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

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

5-AAAACTAGTCTGTGGAATGTGTGTCAGTTAGGGTG-3
5-AAAGATATCAGCTTTTTGCAAAAGCCTAGGCCTC-3

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

(1-2) Clonacion del elemento de ADN A2 o A7

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

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

A2 (EF/DY:

5-GGAAATTGAGAAGTATCATTCACAACAGTACCACAAACATGAAATAAATGTGCTA
GTCAGAGAGGAATCTTTGCAGC-3'

A2 (SVA40/DY:
5-GGAAATTGAGAAGTATCATTCACAACAGTACCACAAACATGAAATAAATGTGCTA
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GTCTGTGGAATGTGTGTCAGTTAG-3'
A2 (EF y SV40/R) :

5-CTCATTCTGTGGGTTGTCATTTCACTTCCTTGATGCTATCCTTTCAAGCAAAATT
TTAAAACTTTATCCATCTTTGCA-3'

A7 (EF/DY:

5-CTTATTTTCTAAGTAGTATAGACTTAATTGTGAGAACAAAATAAAAACTTGCTAG
TCAGAGAGGAATCTTTGCAGC-3'

A7 (SVA40/DY:

5-CTTATTTTCTAAGTAGTATAGACTTAATTGTGAGAACAAAATAAAAACTTGCTAG
TCTGTGGAATGTGTGTCAGTTAG-3'

A7 (EF y SV40/RY):

5-CTCTTCCCATTCTCATTTGAATCTACTTCAAAAGGTTTACCATACTAAGAACTAG
TTTTAAAACTTTATCCATCTTTGCA-3'

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

(1-3) Evaluacion usando la expresion de SEAP como indice

Cada plasmido construido en el ejemplo de referencia 1-2, se evalu6 usando la célula hospedadora CHO-K1 (ATCC)
y el reactivo de transfeccion Lipofectamina 2000 (Invitrogen).

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

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

Ejemplo de referencia 2
Evaluacién usando la expresion de anticuerpo como indice
(2-1) Construccion de un vector pEF6KCL de expresion de cadena ligera humana

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

5-CCACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGC-3’

5-AAACCCGGGAGCTTTTTGCAAAAGCCTAGG-3

El fragmento A obtenido y un fragmento de ADN que contenia una secuencia de ADN que codifica una sefal
secretora de cadena k humana, una regién constante de cadena k humana, y una sefial de adicion de poli(A)
humana (de aqui en adelante denominado “fragmento B”) se unieron por PCR de solapamiento. El fragmento de
ADN que se obtuvo de esta manera en la que se ligaron el fragmento A y el fragmento B, se digiri6 con enzimas de
restriccion Kpnl y Smal, y el fragmento resultante se unié al plasmido pEF6/V5-HisB (Invitrogen) que se digirié con
las enzimas de restriccion Kpnl y Smal, por lo que se construyd un vector de expresion de cadena ligera humana
pEF6KCL que tiene una secuencia de sefial, un sitio de clonacion, una regién constante de cadena kK humana, y una
secuencia de sefial de adicion de poli(A) humana cadena abajo del promotor EF-1a .
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El fragmento de ADN que se obtiene por escision del pEF6KCL obtenido por el procedimiento mencionado
anteriormente con las enzimas de restriccion Kpnl y Smal se unié al pEF1/myc-HisB (Invitrogen) que se digirié con
Kpnl y Smal, seguido de la transformacion por lisis alcalina, y su confirmacién de secuencia, por lo que se construyd
el plasmido pEF1KCL.

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

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

(2-3) Construccion de un vector de expresion del gen X de anticuerpo humanizado sencillo (gen X de anticuerpo
humanizado/pEF_LHN#)

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

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

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

5-CGCGGCCGCACTAGTGACGT-3

5-CACTAGTGCGGCCGCGACGT-3

Los respectivos oligonucledtidos se diluyeron hasta 5 pmol, y usando la T4 polinucleétido cinasa (TAKARA), se
permitié que se produjera una reaccion a 37 °C durante 1 hora. Luego, se afadi6 a esto 10 x de tampoén (TAKARA),
y se llevd a cabo la hibridacion a 96 °C durante 1 min a temperatura ambiente. Estos oligonucledtidos y el vector
pER_LHN que se habia digerido con la enzima de restriccion Aatll se unieron, seguido de transformacion, lisis
alcalina, y confirmacién de secuencia, construyéndose asi el pEF_LHN# (que carece de region variable).

Mediante la integracion de la region variable del gen X de anticuerpo humanizado en el vector universal construido
anteriormente (pEF_LHN# (que carece de regi6n variable)), se completé la construcciéon de un vector Unico de
expresion del gen X de anticuerpo humanizado (gen X de anticuerpo humanizado/pEF_LHN#).

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

5-AAACATATGGCGACATCCAGATGAC-3

5-AAACGTACGCTTGATCTCCACCTTGG-3’

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

Region variable de cadena H:

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

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

(2-4) Construccion de un vector de expresion de un gen X de anticuerpo humanizado sencillo (gen X de anticuerpo
humanizado/pCMV_LHN#)

Utilizando el vector de expresion del gen X de anticuerpo humanizado sencillo (gen X de anticuerpo
humanizado/pEF_LHN#) construido en (2-3) como estructura basica de vector, se construyé otro vector de expresion
del gen X de anticuerpo humanizado sencillo (gen X de anticuerpo humanizado/pCMV_LHN#) sustituyendo el
promotor de acuerdo con el siguiente procedimiento.

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

Cadena arriba de la cadena H:

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

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

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

(2-5) Clonacion de un elemento de ADN A7

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

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

Gen X de anticuerpo humanizado/pEF_LHN# D:

5-CTCTTCCCATTCTCATTTGAATCTACTTCAAAAGGTTTACCATACTAAGACTCGA
GGCACTAGTGACGTCAGGTGGCACT-3'

Gen X de anticuerpo humanizado/pEF_LHN# R:

5-CTCTTCCCATTCTCATTTGAATCTACTTCAAAAGGTTTACCATACTAAGAGCACT
AGTGACGTCAGGTGGCACTTTTCGG-3'

Gen X de anticuerpo humanizado/pCMV_LHN# D:

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

Se uso el gen X de anticuerpo humanizado/pEF_LHN# R.

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

(2-6) Evaluacion usando la expresion de anticuerpo como indice

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

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

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

Ejemplo 3
Longitud de la secuencia que muestra actividad de aumento de expresion de un gen exdégeno
(3-1) Clonacion de elementos de ADN que tienen diferentes longitudes de secuencia

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

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

A2-1D:

5-CATGCACAGATTAGCCATTTAGTACTTACTAAATCAAACTCAATTTCTGAAGTCT
AGTTATTAATAGTAATCAATTACG-3'

A2-1R:

5-CTCATTCTGTGGGTTGTCATTTCACTTCCTTGATGCTATCCTTTCAAGCAAAATT
CAATAATCAATGTCAACGCGTATAT-3'

A2-2D:

5-ACACTGGTCAAAGGGACAGGTCATTGTTATGCTGGCAATGCAGGCTGCTGAAAAC
TAGTTATTAATAGTAATCAATTACG-3'

A2-2R:

5-ACTGTAGCTTCTTATTTTTTACCTGCAGTGCATTCCTGTAAAAGTAGTGTGGAGT
CAATAATCAATGTCAACGCGTATAT-3'

A2-3D:

5-CTGGAAATTGAGAAGTATCATTCACAACAGTACCACAAACATGAAATAAATGTGC
TAGTTATTAATAGTAATCAATTACG-3'

A2-3R:
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5-CCAAGCTTGTCCAACCGCGGCCTGCAGGCTGCATGCAGCCTGTGAAGGCTTTGAT
CAATAATCAATGTCAACGCGTATAT-3'

A2-4D:

5-TCAATCATTTATCAATTTTATCTTCAAAGTCCCTCACTTCAGGGAGATGATATAC
TAGTTATTAATAGTAATCAATTACG-3'

A2-4R:

5-ATATATAAAAGTTCATGTATATATAAAATCATGCAATACACGGCCTTTTGTGACT
CAATAATCAATGTCAACGCGTATAT-3'

A2-5D:

5'-CGCATAAAAGGAAAAGCATCCTTAAAATAAACACCATCAATGGCTCCTCGGTGGC
TAGTTATTAATAGTAATCAATTACG-3'

A2-5R:

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

5'-GGGAGGCTACAGCTTGCCTCTCTAACCACTAAAAGGCATGACCCTCCTCAAAGCT
AGTTATTAATAGTAATCAATTACG-3'

A2-6R:

Se us6 A2-4R.

A2-7D:

5-TCTGGCTTCCCTGGGCCACGCTGGAAGAAGAATTGTCTTGCGCCACACATAAAAC
TAGTTATTAATAGTAATCAATTACG-3'

A2-TR:

5-AGCTGATTTTTACGTTAAATGTAACATGTAAAGAAATATATGTGTGTTTTTAGAT
CAATAATCAATGTCAACGCGTATAT-3'

A2-8D:

5-GTGAAGAGGAGGAGATGTCAAAATTCAAAGTCTTAAATGATGTAGTTTTAAGTAC
TAGTTATTAATAGTAATCAATTACG-3'

A2-8R:

5-ATGACACTTGATATTGTTGTTTATATTGCTGGTTAGTATGTGCCTTCATTTACCT
CAATAATCAATGTCAACGCGTATAT-3'

A2-9D:

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

Se us6 A2R.
A2-10D:

Se us6 A2-2D.
A2-10R:

Se us6 A2-7R.
A2-11D:

Se us6 A2-8D.
A2-11R:

Se us6 A2-2R.
A2-12D:

Se us6 A2-2D.
A2-12R:

Se us6 A2-4R.
A2-13D:

Se us6 A2-8D.
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A2-13R:

Se us6 A2-7R.
A2-14D:

Se us6 A2D.
A2-14R:

Se us6 A2-2R.
A2-15D:

Se us6 A2-2D.
A2-15R:

Se us6 A2R.
A2-16D:

Se us6 A2-8D.
A2-16R:

Se us6 A2-4R.
A2-17D:

Se us6 A2D.
A2-17R:

Se us6 A2-7R.
A7-1D:

5-AAAAACAAAACTGGAGTAAACAAGATGAATTGTTTTAATAGAGGCACTGTATTAC
TAGTTATTAATAGTAATCAATTACG-3'

A7-1R:

5-ATACAATGTTCCATGTATTCTGTGCCTGAACCTATGCAGCTGATGTAGCTGAAGT
CAATAATCAATGTCAACGCGTATAT-3'

AT7-2D:

5-GATCTTATTTTCTAAGTAGTATAGACTTAATTGTGAGAACAAAATAAAAACTTGC
TAGTTATTAATAGTAATCAATTACG-3'

AT-2R:

5-TGTTGTTTTCAGCCACTAAGTTTGAGGTGATTTGTTCTGGCAGTCCTAGGAAACT
CAATAATCAATGTCAACGCGTATAT-3'

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

5-AGCCTACACTACCCTTTGCAGCCTTTGGTAACTATCCTTCTGCTGTCTACCTCCT
CAATAATCAATGTCAACGCGTATAT-3'

AT7-4D:

5-AGGAGCTCCTGAATGAAGGACATCACTCAGCTGTGTTAAGTATCTGGAACAATAC
TAGTTATTAATAGTAATCAATTACG-3'

AT-4R:

5-GACATAAAATGTAAGATATGATATGCTATGTAAGATATGATACCTGCCTTAAAAT
CAATAATCAATGTCAACGCGTATAT-3'

A7-5D:

5-CACTGCTTGATACTTACTGTGGACTTTGAAAATTATGAATGTGTGTGTGTGTGTC
TAGTTATTAATAGTAATCAATTACG-3'

AT7-5R:

5-CAATTACATTCCAGTGATCTGCTACTTAGAATGCATGACTGAACTCCTGGGTGGT
CAATAATCAATGTCAACGCGTATAT-3'

A7-6D:

5-TTATTTTGAAGAGAAACTCCTGGTTCCCACTTAAAATCCTTTCTTGTTTCCAAGC
TAGTTATTAATAGTAATCAATTACG-3'

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

AT7-6R:

5-AAGCAGTGTGTGTTTACCTGCATGTGTATGTGAATTAACTCTGTTCCTGAGGCAT

ES 2701091 T3

CAATAATCAATGTCAACGCGTATAT-3'

AT7-7D:

5-ATTGCATGTTCTCATTTATTTGTGGGATGTAAAAATCAAAACAATAGAACGTATC

TAGTTATTAATAGTAATCAATTACG-3'

AT-TR:

5-TTGGGAGGCCGCAGCTGGTAGATCACTTGAGGCCACGAATTTGACACCAGCAGGT

CAATAATCAATGTCAACGCGTATAT-3'

A7-8D:

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

Se us6 A7R.
A7-9D:

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

Se us6 A7-5R.
A7-10D:

Se us6 A7-4D.
A7-10R:

Se us6 A7-7R.
A7-11D:

Se us6 A7-6D.
A7-11R:

Se us6 A7-4R.
A7-12D:

Se us6 A7-2D.
A7-12R:

Se us6 A7-6R.
A7-13D:

Se us6 A7-7D.
A7-13R:

Se us6 A7R.
A7-14D:

Se us6 A7-4D.
A7-14R:

Se us6 A7-5R.
A7-15D:

Se us6 A7-6D.
A7-15R:

Se us6 A7-7R.
A7-16D:

Se us6 A7-2D.
A7-16R:

Se us6 A7-4R.
A7-17D:

Se us6 A7-4D.
A7-17R:

Se us6 A7R.
A7-18D:

Se us6 A7-6D.

A7-18R

Se us6 A7-5R.

A18-1:

5-ATCCCCTGCTCTGCTAAAAAAGAATGGATGTTGACTCTCAGGCCCTAGTTCTTGA

TCCTATTAATAGTAATCAATTACG-3'

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

5-CTAAAGTGCTGGGATTACAGGCATAAGCCACCGTGCCCGGCTGGAGCATTGGGAT
CCTATTAATAGTAATCAATTACG-3'

A18-2R:

5-ACTACTTACACATTTCGAGTTTTAAATAAGGCGTTCAATATAGAGTGAACACCTA
GTCAATAATCAATGTCAACG-3'

A18-3D:

5-CAGGCATAAGCCACCGCACCCGGCCACCCCTTACTAATTTTTAGTAACGTCGATC
CTATTAATAGTAATCAATTACG-3'

A18-3R:

5-CTGATTGACTTTGACCTCTGCTTTCCAACTTTGCCCCAAAGAAAGTTAGTCACCT
AGTCAATAATCAATGTCAACG-3'

A18-4D:
Se us6 A18-3D.
A18-4R:

5-TTCAATGAAACAAGCTCTGTGAGGCTCATTTGTACCCATTTTGTTCAGTACTGCC
TAGTCAATAATCAATGTCAACG-3'

B5-1D:

5-ACATACCCAGAGACACTGAGAGAGACAGACAGACAGTAAACAGAGGAGCACGATC
CTATTAATAGTAATCAATTACG-3'

B5-1R:

Se uso6 B5R.

B5-2D:
5' -GCTCAATTGTATCTTATGAAAACAATTTTTCAAAATAAAACAAGAGATATGATCC
TATTAATAGTAATCAATTACG-3'

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

5-CCTGTGCTGAATACCGTCTGCATATGTATAGGAAAGGGTTAACTCAGCAGGGATC
CTATTAATAGTAATCAATTACG-3'

B5-3R:

5 -TATGTGAATGGAAATAAAATAATCAAGCTTGTTAGAATTGTGTTCATAATGACCC
TAGTCAATAATCAATGTCAACG-3'

B5-4D:
Se us6 B5D.
B5-4R:

5-GAAAGTCTACAATTTTTTCAGTTTAAAATGGTATTTATTTGTAACATGTACCCTA
GTCAATAATCAATGTCAACG-3'

B5-5D:
Se uso6 B5-1D.
B5-5R:

5-CAAAGATGAAGGATGAGAGTGACTTCTGCCTTCATTATGTTATGTGTTCATATCC
TAGTCAATAATCAATGTCAACG-3'

B5-6D:
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5-CAGTGAATTATTCACTTTGTCTTAGTTAAGTAAAAATAAAATCTGACTGTGATCC
TATTAATAGTAATCAATTACG-3'

B5-6R:

5-GAACAGACAGGTGAATGAGCACAGAGGTCATTTGTAAACCGTTTGTGGTTAGCCT
AGTCAATAATCAATGTCAACG-3'

C14-1D:

5-CTTTTTGGCTTCTGTGTTTAAGTTATTTTTCCCCTAGGCCCACAAACAGAGTCGA
TCCTATTAATAGTAATCAATTACG-3'

C14-1R:

5-AACCTTGGAAAAATTCTGTTGTGTTTAGAAGCATGTACCAATCTATCACTCCTAG
TCAATAATCAATGTCAACG-3'

C14-2D:

5-CTATTCACTGTCTGTAGGATGAAAAAGTTAATAACACCCTGAGAGGTTTCGATCC
TATTAATAGTAATCAATTACG-3'

C14-2R:

5-CCTTAGATTAGTTTATTGTATTTTTTATCAGCTACTATAAGGTTTACACACCCTA
GTCAATAATCAATGTCAACG-3'

C14-3D:

5-CAAGACCCTCAAAATTCAAAAATTTCCTTTATCTTGCTGTAGCACCTCCTGCGAT
CCTATTAATAGTAATCAATTACG-3'

C14-3R:

5-GGAGGGGATAGGAAGGGGATGAGGCCTAACAGGTTGATGATCTAGGCTTTACCTA
GTCAATAATCAATGTCAACG-3'

C14-4D:

5-CTCAAAAAGGAGATAATTCCAGCCCCTCGCCTTAAAGAATCCCTATCAAGTGATC
CTATTAATAGTAATCAATTACG-3'

C14-4R:
Se us6 C14-1R.
C14-5D:

5-CGCTTGAACCTGGGAGGCAGAGGTTGCAGTGAGCCGAGATCACGCCGTTGGATCC
TATTAATAGTAATCAATTACG-3'

C14-5R:
Se us6 C14-1R.
C14-6D:
Se us6 C14-4D.
C14-6R:

5-TTAACTTTTTCATCCTACAGACAGTGAATAGTAAAGCTTTCTGTGAAGACATACC
CTAGTCAATAATCAATGTCAACG-3'

C14-7D:
Se us6 C14-2D.
C14-7R:
Se us6 C14-1R.
C14-8D:
Se us6 C14-3D.
C14-8R:

5-AAATTATTTCCTGGTGGGCAATATTAGAATATGGGGAATGTTTGCTTCTGAGCCT
AGTCAATAATCAATGTCAACG-3'

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2701091 T3

C14-9D:

Se us6 C14-4D.
C14-9R:

Se us6 C14-3R.
C14-10D:

Se us6 C14-2D.
C14-10R:

Se us6 C14R.
C14-11D:

Se us6 C14-3D.
C14-11R:

Se us6 C14-2R.
C14-12D:

Se us6 C14-4D.
C14-12R:

Se us6 C14-8R.
C14-13D:

Se us6 C14-3D.
C14-13R:

Se us6 C14-1R.
C14-14D:

Se us6 C14-4D.
C14-14R:

Se us6 C14-2R.

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

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

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

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

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

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

(3-2) Evaluacion de los elementos de ADN que tienen diferentes longitudes de secuencia

Cada plasmido construido en (3-1) se evalué usando la célula hospedadora CHO-K1 (ATCC) y el reactivo de
transfeccion Lipofectamina 2000 (Invitrogen).

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

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

Ejemplo 4
Efecto del uso de células hospedadoras distintas a la linea celular CHO

Se us6 una linea celular CHO como la linea celular en la evaluacién de los Ejemplos 2 y 3 y en los ejemplos de
Referencia 1 y 2 Sin embargo, en el ejemplo 4 se seleccion6 una linea celular HEK293 como una linea celular
distinta a la linea celular CHO. La linea celular HEK293 se someti6 a cultivo estatico a 37 °C en presencia de un 5 %
de CO; usando un medio DMEM (Invitrogen) que contenia un 10 % de FCS, y se sembré un nimero determinado de
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células en una placa de 6 pocillos el dia antes de la transfeccion. Con el fin de evaluar el vector de expresion de
SEAP que contenia cada uno de los elementos de ADN que se construyeron en los ejemplos de referencia 1-2, se
llevd a cabo la transfeccion usando cada plasmido y el reactivo de transfeccion Lipofectamina 2000 (Invitrogen). Se
llevé a cabo la seleccion por antibiotico con higromicina durante aproximadamente 2 semanas comenzando 2 dias
tras la transfeccion, estableciendo una linea celular policlonal que expresaba establemente. La linea celular
establecida de esta manera se sometié a sustitucion del medio el dia antes de la medicién y se sembré un nimero
determinado de células en placas de 24 pocillos. A las 24 horas tras la colocacién de las células en placas, se
recolecto el sobrenadante del cultivo, y se midi6 la actividad de SEAP. La actividad de SEAP en el sobrenadante del
cultivo se midié usando el Ensayo Indicador de Fosfatasa Alcalina Segregada pNPP SensoLyte™ (ANASPEC).

Los resultados de la medicidon se muestran en la Fig. 17. De la misma manera que en el ejemplo 1, se confirmé que
cada elemento era también altamente eficaz en el aumento de la expresion de un gen exdgeno (SEAP) en la linea
celular HEK293.

Aplicabilidad industrial

Al introducir un vector de expresion de un gen exégeno usando el elemento de ADN de acuerdo con la invencién en
células hospedadoras de mamifero, es posible mejorar la productividad de un gen exdgeno de una proteina
terapéutica, de un anticuerpo o similares.
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tgactgagca aattcacaag ttcactgggg ctgetttcat gtaacacagg gacaacacat 6300
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taaaaagagg cagcatggta catecagtcea geaagetata atgtaccaac ceceggteta 7860
acactaaceca aatacctett aataagecaa agaaactgtg tcoctettagg ceggaagegyg 7920
tggctcacac ctataatccc agcattttgg gaggccgagg cggggagatc acctgaggtc 7980
aggagtttga gaccatcctyg gccaacatgg tgaaacccta tttctactaa aaatacaaaa 8040
attagocagy cgtgotggog ggegectgta atgeocaacta ctggggagge tgaagcacga 8100
gaatcgettyg aaccocaggag geagaggttg cagegagect agatcacges attgeactec B8le0
agectgggea acaagagaga aactccgtcect caaaaaaaaa aaaggaaata aaagtataca 8220
aagtgaaaac aaagaaatta aactgcecctt atttgecagt gacattactg tetatgeaca 8280
aaattccaaa aatctacaaa aaagcectteota gtactaaaaa tgagtttage aaggttgtag 8340
aatccaaggt cagcatataa cataaaatca ccttoctata tactageaat caccaactgg 8400
aaattgagaa gtatcattca caacagtacc acaaacatga aataaatgtyg 8450

<210> 2

<211> 8420

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 2

tcttagtatg gtaaaccttt tgaagtagat tcaaatgaga atgggaagag agaaaaggga 60
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gagaagcaac
gttgatagtt
acatgtttge
agtctaattyg
ggagcatgta
atgggctggt
cccagtgaaa
aagttcagga
gatacatttc
cttcagctac
agggcctgga

tgtttgtggg

gtataaagga
cactagaggce
aaagtataga
gtagetgaag
gaaggttagyg
tatttttett
gcttettaaa
cctgetgete
coctatgtee
caactattte
atggtgeotyg
accctgtett
ccacccagga
gagttcattt
tettteccag
tecttaatgat
catgcttatt
aatgtgatcce
cecctaatcce

cetotggagt

ataagaaatc
ggaaattatt
actattgtgg
ctgaagtgaa
cagctcaagt
cgatgtggtg
taggaagcca
aaagtaatag
caattaagga
atcagctgea
ttttacaaaa
agagattgta
atgaggaaaa
aattagctga
agggtacaat
tagaatgaaa
aaacaaatta
tcagcatata
taagggcotee
agatctattg
tagcaaattt
aatggaaaat
ccagttctag
caaagtgett
gttcagtcat
tactcttecte
acttacaaag
tettetttea
atgagcaagg
ctgcagteca

ttggctagge

ggtgactgga
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tecttttaagg
ttaaagaaaa
gaataatcaa
agagaatgaa
aagaacagga
gtgaaaagac
ggttcataaa
gtgtaaaaat
tgaagaattt
taggttcagg
gtaacacaat
aaatattage
gtgtaaatac
aaatgtaggt
tatccatcat
gtagaatgga
taaaccactt
tttgttggaa
agcactggat
gcatctacag
ccaactcaga
acaattctet
ggtggggygaa
tcaaagtctg
gcattotaag
ttcttggtea
catgttotot
caagagtctt
gtctgggact
agagettget
cagaacagaa

agtagaattt

aattttatat
tgggttattt
gttgagacag
tgagaccctyg
agaaagagac
atgcgagtta
ccaaaatgaa
atgtaaagta
aaagtgaggc
cacagaatac
gaagaagaga
taagtaagaa
agtggggtca
gattattggt
gaaaagttct
cotttocata
gagagaacat
tgccaactat
aatcctgeoea
gatgtctttt
aaaccacatt
gatttotteo
ctcaatacaa
gcagaaaaaa
tagcagatca
catgttaccg
tgaattegtt
tcactettac
taggggaaaa
gtgaaaaagyg
tattgtctaa

aaacaaaaat
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agagagaaac
taaagaaaaa
aaaattattt
tgcataagtyg
aataaacatg
ttactgatta
gaggagcgay
gaattaccag
cagcecaatac
atggaacatt
gatgcaaggce
ggggactgca
aagaatgttt
gagtgacatg
agggtacaac
tocagecagy
atcccctaag
gttcagttca
tttattttga
gagaagatgg
aggcttectet
tatgatattt
atcaccaacc
agtacccagt
ctggaatgta
cccttgtace
ctetttttaa
aattecagttc
gggaataaaa
aagtttgget
aacctectea

ataattgaca

agaggaatca
aggtattaca
tttaaggaag
tgatcagata
tacagatagg
cttctattte
gcagtattgg
ggagtatgaa
ccctgetttg
gtatttaaat
tatttgaggg
aattttagtg
ggagcecaagy
gtttaaatga
taagatctga
ttcagtgaca
ttgtttttge
attaatatgg
tacattccat
gcattcacat
atatatecttce
atcaaagaga
tttagatgac
ggctataaga
attggetagt
ctgracgttce
attcacacag
aagtecatceca
agatgaatga
tacattgeet
cgtcagecagt

cataataatt

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

1920

1980



gtgcatactt
aatgatcaaa
tgegaagaag
tctgacgatyg
cttactttgt
cteccococgggtt
togcaactagy
cctgectggtg
gggattacag
tttagtaagt
catgtatcat
atttttatag
tetgeatttt
tcagagatct
tagtataata
tgggatgaca
tacttagtaa
tatttctcta
ttcttcacaa
agaagecttt
cagatgtttt
ttttaatgtc
atcatctctyg
catcaggcac
cttacatage
tatatgacag
ccaaaaaaaa
gtttcctagyg
tattgtectea
cttetggggg

gagggatagg

atagggtaca
ttgaggtaat
caggaatttt
gatttacata
cgactaggect
caaacgattc
cctggetaat
tcaaattecgt
gtgtgagaca
gctaaggaat
gttactactt
cctttgtaat
agggaataat
catttcaaat
ataagtataa
acagcctacg
gcaatttaaa
tgotocagge
ggaaatattc
ccagatcatc
tcteoetgett
cCccccaccc
tgctecacegt
tcaataaaaa
atatcatatc
ataaggtcat
acaaaactgg
actgocagaa
cagttataga
ctgtggaaga

acttcaactt
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atctgatgtt
ttatccacca
tagcagacaa
acttgttgtt
gaagtgcagt
tcctgecteca
ttttatattt
ggcctcaagt
ccaagectgg
cctacttece
tgecagacatt
agaagtattc
tetetgttgt
tatagttatc
agctatggtt
tcaaaaaaat
aacacccaaa
aaatgaacta
tctectetgtg
ccatggeccaa
gacaattatt
cacaattttec
tgtatgacca
tttgatgaat
ttacatttta
ttectottgat
agtaaacaag
caaatcacct
tgttagaagt
gaatectgtce

gctetatete

tcgatatgtg
ccttgaagag
ctgagatget
ttttttgtgt
ggcacaatct
gecctectgag
ttaatacaga
gatctaccag
tacatttaca
ccaatatttt
tgattttece
taaaatctgc
ggaatgaaaa
cctaggaata
aaggaaaact
gtgaaggtaa
aaactattge
ctaatgaccc
tgectgtttat
gaacgatecgc
tttgtgcaat
cagactgttt
gtatcctgag
aaacactgga
tgteccctcac
aagtacatag
atgaattgtt
caaacttagt
ataaaattaa

caagccttea

agatagagag
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tttaaatggyg
agatttttca
tcttgtteac
gtgtgttttt
cggctcactyg
tagctgggat
tgggatttca
ctgcggecte
tttettatet
ttectattte
ctttgtttac
ctgcaaccta
aaaaaacaga
aatctgagtg
caacaacctt
atgagataat
catgattact
aggggtcctt
taaaatctac
tgcttectet
tattttcctt
gcteccacgag
gagtggctgt
ttttaaggca
ataaatacca
tccagtcotga
ttaatagagg
ggctgaaaac
ggtgtcagty
cactgtaaag

gagccatttg

tgcattgtgt
atattctcat
actaagtcat
gagacagagt
caacctccac
tacaggtgca
ccatgttgge
ccaaagtgca
ggatctttee
aatgttttag
tgtaaagtat
tectttectgac
gectgtggag
acaggtagta
atctgtaaat
gtaaggctga
ctacttactc
ccccattete
tgcccetttt
tctttacata
ttgattgtgt
agaggagacc
tacataatta
ggtatcatat
cagagtgaag
aacagatatg
cactgtatta
aacaaaaatt
ggattggtte
tacagtactg

ttgtgaattg

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2540

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840



agaagagygygyg
agtaacatgt
gtacgacaga
tttecectaat
aaactgttgc
teatttetgt
ttagttagga
aacactaaga
gaagtacagg
ccattggagg
aacacacact
gtgtgtacat
aattaaaaac
acaaataaaa
taaatctaga
ccactttaaa
atataactat
ttggagtteoe
atatatatac
attataccat
catatatgtg
teggtatcac
agatgggtat
aatggaactg
tattatttta
acaaacattg
ggaggtagac
gtgaggtggy
atttaatagc
aaattaaata
acattgatca

catecatttat

tatgttgaat
ttecagetet
atgaaaaata
atgttattgg
aattgaaaga
ccaatgggag
gagctgeatt
tagagagaga
tactcagata
gaaataaaac
gcttgatact
tcagcectee
atttggaaat
aatatagtgt
gattacttaa
ctgataagaa
gecattttac
tggaaacaat
acacatatat
accacttgte
tgtatgtgta
agggaattgg
ggtaccagaa
gagatcatta
ggtgaaagac
catgttctea
agcagaagga
gatggttatt
acaacaggtt
tatatacaag
ccatgettge

cactagcaat
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ccataataag
agtaaaaaac
aatgaacaag
acactaaatg
atatattaag
aaacattttc
ttgagtggtyg
cagagacaga
gagataagcc
tgocctcagga
tactgtggac
atatccatgg
aacaaacatt
aacaactgtt
tgtataccag
cagatactaa
ataagggact
tocttgtttt
atatatatat
actcagtage
tgtgtgtgty
agatatatat
cagaaggtaa
tttgaggaga
asacatttta
tttatttgtg
tagttaccaa
gggtacaaaa
gactatagtc
actagaacac
cccaagggaa

ctattgtceca

cacataaaaa
aaattgaagt
aatacagaga
gtattagaat
tggtgttata
gtttgagacc
caggcagaat
gacagagaca
atttecttgac
acagagttaa
tttgaaaatt
attttgcatt
aaaatataac
tacatagcat
aggatgcata
acttecatett
tgagctgage
atatatatat
atatatgata
tgtatatgca
tgtgtgtgty
attcttttea
agacacatga
aataatccag
ttttaggtga
ggatgtaaaa
aggctgcaaa
aatagttaga
aaaataacat
caagttgaat
gctgtacaat

taatcatgtt
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cttggetggt
ggcctataaa
ggatgtggta
tatttatcaa
tgagaagtge
tccgtgaata
ggcgatectct
gcagagagag
attaagaaat
ttcacataca
atgaatgtgt
cacagattca
aatacaacaa
gtatgttgta
ggctatatge
agccaaaagt
atcctcagat
atgtgtgtgt
getactgagt
tatgtatata
tgtgtgtatg
gtacaaaaaa
aaaaaatttg
gcacagaaaa
aataatccag
atcaaaacaa
gggtagtgta
aagaataaat
aattgtacaa
gactccaget
gteotggeteg

taaattaata

tcataggaga
aaggtacaga
aattatcatg
taataattct
cagggcattce
atacagtctt
cacccacaca
acagagaaag
aaagtagaat
catgcaggta
gtgtgtgtgt
accaaccatg
taaaaataat
ttaagtagta
aaatactatg
cagagaaaca
ttcagtatet
atatatatat
gacaggtgat
tatacatata
ctgtetttee
aattgaacac
caacaacatg
acaagcattt
gcacagaaag
tagaacgtat
ggctttgagg
aatatctagt
tttaaatatg
tgcgaaaccce
tccagaacce

gcattttaaa

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760



ggtacaaata
aaacgttttt
cagagctcca
cagaaaatgc
acctgttgaa
tttteggtgt
ctgtcaataa
categatgac
aagtactctyg
tctecactgat
gaaggacatc
taggetatgg
attaatagta
cttgtagaaa
atecccacata
ttttatcata
gcattaagea
attatgtgtt
ccacataate
tccagataga
taggegatet
atctgtggceca
ctecctatet
accttctgaa
tatataatat
ttaaattaat
atttttaatg
aatecctttet
agataagectg
gttcagectag

tgaaaatttt

ttttttaaaa
aaaaactttt
tatattggge
aaatacaaag
atatgaccta
gcagttttga
cgtactecat
cccaagtcte
ccecttttaag
tcccatttea
actcagctgt
gtattocottt
ataataatta
tagcaacatt
caccacagat
tagtctgttg
cagttocaac
ttcagtgecat
cagttgaata
aacacagatg
aggcctaage
cgtgaacect
agagactcag
aggactactt
atatttaaat
atatatttaa
aacagagagt
tgtttccaag
ttccectact
gacaaagatg

taaaaattga
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aacaaataat
ttaaagtecct
tatgatagec
taagcaactg
gogcaaacac
ctgaatgagg
ttgtgtatta
tttaattgaa
aatcttgecat
ctctattaca
gttaagtatc
ttactgaagyg
ataatggcaa
catctgaaat
aacttcattt
ctcactgaac
acagagcaaa
taaaccactg
atatatgata
gaatcagaca
actectaagea
tttcttetgyg
tttgtteeccet
tttaaattta
atataatatt
ataaataaat
aaaggattat
tttttecaaat
tattcagatc
gagctttttyg

ddaaadaaaca

tatttaatte
gaggactatt
ttacctgatt
aaaaataaac
ctatgecact
gagtttacgec
agtcaaaaat
tggaggtaaa
tcacattecct
tagcacegtg
tggaacaata
tatgacatat
atttttatte
geeceoctoct
tacatgtttt
tcttcagtaa
tgagcaataa
gtctgatacc
atataataaa
gctttoccaa
gaagctaagt
agtctggaac
tgtgattatc
tatatataat
taaattaata
ttatatttaa
tttgaagaga
ggagccctct
tgagatctga
ataaaatttg

tttatagaaa
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gecttttaaa
ttetttaaag
cttgccaaga
aaataagttg
tgettatgaa
tggaccacaa
gaaatggaag
agggaaacaa
gatgaagtta
ttecccecagga
aatatactag
agcectgoccag
tattaagtta
acacttatgt
attetgttac
ttctcaacat
ctgttagtta
tagccecaaca
atggcgataa
gaaatagaga
tatcacagga
tatgttgcaa
agcagttgag
atttaaaata
tatatttaaa
atatataata
aactcectggt
ttaccagectt
aaacattcct
gcaaacacat

gagacttcta

agetttttaa
tgctcagtta
atctagtgcc
gaggtatgect
atcatatagg
gggggcccet
agaaaagaaa
cgaatgagaa
tttttectee
gctectgaat
tttcaatgtc
gccotgactaa
cttggettga
ctaaggacaa
caaactaaat
accatgtaaa
ttataacatt
ttctattaaa
gtgctaaata
aaatagtaga
tatettggea
ctetcacttt
aaatcecttag
catatcttta
tatataatat
attaaaatat
tcccacttaa
gecocecectecag
tttcectgtga
tttttaaaga

atccaaattt

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

€720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620



aacttcteaa
ccttgaaact
gggaagaaca
caaattatca
tcagagtcag
gggtaaagay
gecttgtttte
aagtactaca
tggeteagee
tttccaaaga
attccattat
ctttaacaaa
tetaaccaaa

gagaacaaaa

actatgtttt
gttttettet
ggaagaggac
acaattggag
gtggataagc
gtctttctcet
atgttattte
gtcacagtge
cctggetetg
gtccattaaa
ctccaactat
aattttaagt
ggagcataga

taaaaacttg
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gaceoggcetag
acacaactte
agatcaaatt
aaagaaagct
caatcectgtt
tacaaagccg
ttagtaacte
tgagaaaagqg
tggttgataa
agatatagaa
ttatcctcta
tgcaatagat

agatttgate

<210>3

<211> 8475

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 3

gecataacttg
agccaaagte
gtcagaaaca
tagggaaaaa
accttagtgg
cocttectgtet
taatcctcct
ttcagagaag
gactgateace
caagaactte
ttttgtttct
gaaggtatct
tgagetgeac

tttotagaca

taagaaatgg
agcaacttag
catgaaatga
agtcagacac
gtaagaagecc
cctcttgtag
attatcagca
atcctteaag
aatttaatgt
ctcagattea
taacttggat
tatgatgggc
ttgttaggat

aattttetea

agtgaggtct
aaggcaaaaa
agctcaatag
taaaattgtt
aatcagcaga
taactgacca
atggtctgat
atgaacaaag
aaggcettgga
ttggatgttyg
atgtgattag
ttcttaaage
tctagatgtt

aattcctatt

cataatgttt
cteoctttect
actcaagaqgyg
gatgtcagta
gaatagcata
tcctagetag
aaaataccte
agtaaataag
atattaagtt
gaagggagygc
gcccaaaata
gttcaacttt

ttatttteta

cagttcaaac
ttataattta
gaacacttac
taaataggta
cgaactgcaa
caattaagge
ccagtgccag
ggtcaaaata
aggaactgat
agtgtgtgtg
gatgttaata
attgatcaca
tgaaatttct

toactttttyg
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cagtetttet
ttgactttece
aaggacaaga
tcatttcata
cttttectge
taatcttaca
taaagttata
acaatgtata
agtattcatt
agcaataaca
attgocatta
aaatccatce

agtagtatag

ggagaatgee
tgctetggaa
aataaggaac
tatgattatg
tactcectgaa
ggtgcaaaaa
catattatga
taaaaacact
attattataa
ctaagagaaa
gaaagagcaa
cagaaaaatt

acttaattgt

tggcttectgt
gttggcaaat
agggtagcag
agttcaaggyg
gcaageoactyg
tgcctagggg
gcaccacaga
aaaaattecta
ctetacette
agtctagtag
attaagtctyg
aagactgcat
tgtgttattt

acatatcatg

atgacttcaa
acgagaaaag
ggtagtagee
acaggtaaag
tctectettte
aataatgaag
caacttggtg
gaagagagaa
cttaacatet
aaaaatgaat
ggctaatatt
gttcataaac
tggtctcaga

agtgacteaa

7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400

8420

60

120

180

240

200

360

420

480

540

600

660

720

780

840



atgtttgecce
tcaagettca
gagtagaatt
ccttatttaa
aagctaggac
atcagcactt
tttetttatt
gcacccaaty
atggttttct
gctgetgttt
ccecatatect
ggcccaaaaa
agagctgtga
ccaagggtge
cttcagaaat
ttggtttect
ctttgtagtt
actctgageoe
cetttagtga
ctttetttgy
aaagtcaatc
gtagcecectt
agatcttatt
ggtaaaaagc
tttttaagea
agtcactaac
aaataacaca
tcaaaacaac
catgtagcac
gggctcaaaa
agtccaattc

agttcttecca

ttgagtcgga
gatttaagect
cctacaacta
aactcgaaat
cgattacatg
ccttacaaac
tactcagaat
atcacagtga
gagtttececta
caggcaaaac
ataacacaga
gaaagtttta
cactcatata
catggtaata
tttataatct
tagaaacctg
aaaaaaggaa
tggattaaat
tetteocactt
ggcaaagteg
agaaatggga
ttcaagatta
atccatgtca
taatgctcag
tataacaata
attacataaa
attggctacg
agaactgtge
ctacatcatt
aaggacttgc
tttettecac

cgttattget
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aaacacccag
caattataaa
tgggtttgtc
gtgtaagtag
ttcacttgac
taacaacttg
agtctgtagyg
acattatttt
tcacctttgt
taacaaaatt
agtaggggaa
tcacaggaat
aatgcagaat
ctaccaaaca
gatatcaaat
gaaaacttta
attttagtte
ctagcccage
tatggetget
tgactaactt
caaactcact
gtttcattea
gttaagttta
tcttatcaga
atagtaatga
ttecctcaaca
gaactccagc
acattecattt
cttcagacaa
ttataactgg
ccacagctte

taggtttcta

cattaggaat
gtgtttaaag
tataataaaa
taataaagaa
tgacagatac
agatgtagtg
atctgccage
acattctaaa
gtttcaggtc
agcatctaat
gagtgagaaa
atctagatgt
tactetettt
tatatcaaag
aggtcaagaa
aattagaaac
cttocageat
tgagtggaaa
tecgectaag
tetttgggge
tcectactgee
agatttgata
tgettocact
tttatcttat
taggaccata
acacactectg
catctagctt
acatgattag
acttattgee
ctaataaaga

tgectaaagte

aagagcagtg
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aggcacataa
getgtgctga
tgttcactet
aatatgtcct
aatcacctat
ttececcattgg
tgccecctgat
taactggtge
ctcaaatgtt
caataaccat
ggtggaagtg
cttotgggat
cttecttgtt
cttggragga
atataataaa
ttagaaaget
tagaatteoog
cttaagtaac
aagttcateca
aaagttggaa
tggtgaaggy
agetgttttg
aaatctatct
ttattaatag
aatgtggatg
aggccataac
catgggctec
ggcagagctt
ttttacagac
ggaactctgg
attacagaaa

acctaataca

acataatact
tagttcttet
atattgaacg
cctgtaacca
attaggageca
ctatgaagat
tataccagect
aaggtgagece
aatttgtaaa
actatgtcca
gagaaataga
tgtctgttaa
ggttagaagyg
aaaatggtac
actagtttct
ttaaatcaga
tgattcotetg
tagctggttg
tegtgactta
agcagaggte
gocattttea
actttactat
gaattcaaaa
aatgtggatt
gectetttaca
aaacttttag
cactttaatt
aactgtatect
aagaaaactg
gttcaaagtg
tgecatagage

acatgctcta

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1320

1980

2040

21400

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760



taatttatta
tatgtctaat
gcaagetagt
tccacaaatce
agtactgaac
agatacacac
agagcatcaa
atgooteoet
tgagaagagce
cactagagtt
gatgtggggt
tgtggtttce
taaacatata
ttttcaatga
atacatcagt
attaaaagtt
taagaaaaaa
taaaaaataa
ttcagctgtt
agctcaatac
gtctgtcaat
cagtaacttt
agattttttc
ttcoctettgt
ttttcagacg
atcaacagtyg
tgetggeatt
ttcgacaggt
agcaaagaat
aggtgecgett

acactagtca

ctgatttaac
aaacaccact
aatatatgtce
ctactgggta
aaaatgggta
taatcaacaa
agagacggtg
aaagacatgg
agaaggaaga
tggtgtatgt
ggggggcagyg
atcagccaca
aaaatatcat
agatctgcat
ggatagatat
cttatcttge
gtggtattat
acaacaaaat
ttaacttagg
atttttattt
attttacttt
ccttctetta
tttttgetta
tctgetagac
tattttggaa
ttttaacagt
taacctacec
accaccctet
ctcaaatttt
gtcetatcta

ttaagcacca
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tatttcacta
gaaatagcaa
tgtggatttg
tttettatct
caaatgagcc
attaatagta
ttagcaggtyg
gaataaattg
acattcaaag
aaggagctga
ggtgagtece
acctgaataa
tacacccata
gaagtaaaat
agatatgtgt
agggttgaag
gggggattag
gaaaacgttt
gagctaaaaa
gagtaagaat
tcagcgataa
tttaagttta
catatataat
ctggactttt
gcaaaggaga
ttttaageaa
ctgectecee
aacataactg
cccacttggt

atcccecctece

tcagggacgy

aggattcact
coctectttett
tgctaataaa
goccagatcet
tcacagagcet
acacactacg
gaggggagct
agatcacaaa
gaaaagaaag
gcaatggtca
acgecagetet
ctgtgtggta
gtacctaage
tattatatat
ctctggtata
attgtggcaa
catgtttgtyg
ttcttoctatyg
catcaaatcc
tggatacatt
aaagacacat
ttttatttet
tttagagaat
tctctaatat
gaattgctat
aagtcagctt
ttteccaagt
aaataatgtc
tgtaaattat

tggcaggaca

atggcetgtgt
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tttaactttt
catggoettg
gttctataca
acgctaggta
tgtttecattyg
atgtgttttyg
cttttagatg
aaatgagaaa
tgecatactgg
cttgtgtgat
taagtgtgte
atccaaaaat
caaggacaca
aattttaggt
gaaaaaagtt
ctttecattte
ggtatatgta
aaagcctaat
aagaatgttc
tccatececcet
gtagataatc
atcgtagttt
aacaatgcac
atatctccat
atagctgact
tgtttatecta
ccacttcage
taccattact
tttgtaatcet
ccttacagaa

cactggtetg

aacttgtaaa
tggttgtaaa
cctcattaat
ctggatacac
aaaagcagag
aaggaaaatt
gagaatgaga
tagccagect
aaageceotgaa
aagatgtgtg
ctcagactee
gattacagat
gtattectate
attgatatag
ttaaagggat
tttttaattt
tatttttaat
aagaagaaat
tctggaacty
tggggctceca
acagtgacct
tccctgttaa
acacaaaaaa
tttttgtett
tcctettete
agattttttt
caacctectea
ggatcttget
ctagtgttta
cctaceccett

tttggtatte

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620



coctactgate
tgggactgge
ccactttgga
gtttcacagt
taaagctagqg
cttcctgetg
ccectgectetyg
ttgtattttt
caggctgaag
ctacaagcgt
ttctaagcac
caacagatac
agtgactteca
ttattattat
taatattgtyg
atacccaaga
gctggggagy

goetgaggeta

tgtttttttt
tcagctcacc
gtagctggga
catggtttct
ccttggeocte
ggtatataaa
acaatgcacc
ggggtgtatc
gatggagaaa
agaagtattt
tgtatatata
ttgtattgta
atactaatac

attagtatat

ctaccatgtg
tgacatgctt
gataggcagg
aggtgaaaaa
ggaagcectgt
cttacttcct
ctaaaaaaga
gttatcatta
tgcagtggtg
catgccacca
ttctcaattg
tcaaagtttt
atgactattt
atatataata
catattcttt
ctgggcaatt
cctcacaatce
aactatctet
gagatggagt
gecaaccteotg
ctacaggcat
ccatgttggt
ctaaagtgct
agctgcoctag
tgaaaaatgc
aggagatcta
aacccactgg
gatcctacag
tagtattagt
tttatatata
aatgtactaa

atatatatat
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gtgattatct
cteaggttge
gctagtactt
gttgggtecte
ggacatggtt
aaactttgtg
atggatgtty
ttattattat
caatcacagc
tgettetttt
taaccaagag
agcaaagtct
gttaattgea
ttaaggtoct
tattactgta
tacaaaagaa
acggcagett
gtggtagttg
ttegttottg
cctocogggt
gagccaccac
caggctggte
gggattacag
gtaactctaa
aactgaaaca
gggaccagga
ggaggggcga
cattaatatt
atatatattg
tagtattgta
tacaatacaa

atatactaat

atgacttccce
cgetggettt
ttctatataa
ttttetttta
tatttctgea
ctcagtgtca
actctcagge
tattttgaga
tcactgtttt
taatttttta
ataatacttt
aaatgatatt
accaagggtc
caaataccta
ttagtcecgtt
agaggttcac
acgggattgt
ttetgattea
ttgeoccagge
tcaagtgatt
acccagctaa
tcaaactcce
gcataagcca
cctttggeee
gtagttccoct
gggtggaaga
tectaacett
gtattgtatt
tattgtatta
ttagtatata
taccatatat

acaatacaat
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taatccotgyg
acagtccttt
gcccccaaac
cttttotttc
actgcaatga
gatcecctage
cctagttett
tggggtctta
agcctcoctga
aaatggtttt
ttatgaatte
aagcttgtece
attttttaaa
aaagtttagc
ttcatgttge
tggactcaca
tgagaaatga
agtattgaat
tggagtgcaa
cteoctgette
ttttgtattt
aacctcaggt
cogtgcocogy
catacatectyg
gggaccacac
cctaaggeag
gagaatcact
gtattagtat
gcatatatat
tatacagtat
atatacacta

actatatata

ctgcottage
actgcccatyg
ttgactttgt
cacaagatga
ttgattggtyg
agtttctate
tttaattaaa
ctetgtegee
gtagctggga
ctgeoctteaa
ttaaagttat
ttattgcececa
tgaatatata
aaaatctaaa
tgataaagac
gttecacgtg
cacttctcaa
tggttttttt
tggcacgata
agectocccaa
ttagtagaga
gatccacctg
ctggagecatt
aaggatacect
actcagaaag
cactacagat
gagatcatge
atatatatag
actaattgta
atatgtatat
acacaataca

tactaataca

4680

4740

4800

4860

4520

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

£300

6360

6420

6480

6540



atatatacat
tctteotacet
aggaacttca
gacggagtcet
agctccacet
caggtgeceg
tcctgaccte
caccgcacceo
cettacetat
taaacattge
atgtaatcag
tgacttaatg
ctggataatce
tgaacaggta
tgagtatecet
tcctataaca
agaagttatt
cocccatgea
ccacagatcec
ctgtgggetg
atcaaactcc
aacaaacctc
tagaagtgag
catatgattt
ccaattactt
agaaaatttc
gaataaccca
caatgagcta
agaatctgtg
caggcaattt

tcacaaaaac

atatactcac
tcagetctge
tecttgatat
cgcetgtgtea
cctgggatca
ccaccacacc
atgatccatc
ggccaccoet
ttaacaggaa
agacaatctc
tctactcoatt
gaataaccag
aaatgggtcece
aacaacataa
ttggetggga
taccaatcct
aattatgcca
atteccectet
ttaaatctac
gaacataata
tgattccagg
atttgacgtt
attttcacac
ttaacggtaa
cattagttca
atgttctgat
tectaagaaa
ttcaaagggt
tttetacata
ggatgcacat

agtaacaaaa
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caagacatat
tctaccaaat
cocaceactt
cccaggetgg
caccattctc
aggctaatgt
cgecttggee
tactaatttt
tcaacagggt
atctatcect
tagtttgect
gaagttgaag
ttectectte
ttactgactt
gttttgttgg
tcaatataac
gtgctaaatc
ccogtocoete
cagttagaag
catgttgact
atatgccaaa
gctagtagtg
aaattagact
aaaaaatcgt
atctttttte
ttcatgctga
tacatttett
gatgataacc
cagaccteet
taaagcttga

ggaatataaa

tagtggtctyg
atcatttgtt
actaactttt
agtgcagtgyg
ctgcctcage
tttaccgtgt
tcctaaagtyg
tagtaacgte
taatctcact
gtctaaactg
aaggaatttt
tctccaatag
aggtagatca
caacttctag
ctatgctgec
tcatctttaa
ttctaaaatg
agcacgtaag
ctaatagcct
tataatttet
gacacatcat
gcatattteca
gtagtgecttt
ttgagatatt
aatggcgctc
ttttcagaag
attatattte
agcaccatca
aaaaaggaac
gcaacactgc

gtaagttact
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atgtctggct
tctgggatct
tttttttttt
tgtgatceteg
ctcccaagta
tagecaaggat
ctgggattac
caaggattaa
ccctttetaa
tgtggaatta
tgaaaaaaca
taagaatgaa
tgecatttee
ttaattcert
attttttcta
attgtggttt
attgttgact
gaatggococt
acctctctac
tagaaaattg
taaaaagcaa
tcaagatcag
tttttttaac
agatgtataa
ctgcatctga
aaaaatgtta
ttatettata
gtcagecatta
ctacacttaa
attagaaagt

ttaataatat

gccacactca
ttgoagteca
ttttttttga
gctcactgea
gctgggacta
ggtctogate
aggcataagc
aggaaatttg
aaataattta
ctgcecattta
gttaaatgaa
ctcttgetet
tcacttacac
cttttatcac
gttatcacag
taccttetea
tgttgattag
ttgcttactt
caggaaggaa
tgtgagaaac
aacaaaacaa
ctcaaataaa
ttatctttac
tatttatcat
gaataaggtc
gttttgtata
tttettagga
tctaagaata
caggattcoce

tagttttecea

aagaagaggqg

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400



gcaggcceggg cgcagtgget cacgectgta atcecageac tttgggagge tgaggegggt

ggatcacctg aggtce

<210>4

<211> 8401

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 4

tttcatectaa
ccacattttt
aageacaaac
tagaagtaga
tatctacktt
aactgttcat
taagaaacct
aaatgettac
cagaataata
atttetattt
taaaacatat
acttgtgttt
tgttgtatat
aatatacaca
accagcaata
atatgaacac
aattcaggaa
tgaatgaata
gkttaactgca
aagggaaaat
acttecteaa
tectaggtag
ctcteottecat
tttaaggktc
ttttgggtca

attagaccat

gactacattt
tggcaaagac
ccaaactgag
gtetttattt
cgcttgctca
tcaaatatta
tcaccagect
tgaaaatgte
tatgettett
agttatactt
tttaatggag
attcttggtt
ctcttacagt
gtgaaaatat
ttaaateocet
ataacataat
gctggtatag
aggaatgaat
ctactttckt
gtatttacat
agtaaataaa
agggetttea
gatggagecce
cttttcagce
gtcctaattt

atgttectat
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ctattgtttt
aaagectact
aaataaatca
ctitttecazac
gactgagagy
tttaataaaa
catgggaaat
taagtteata
tagtgectaag
tcacaaataa
aaggtaatgt
aaaaaaactg
agaagataaa
gtgtcagtga
geacaattac
gaaggcagaa
tatcttcatt
gatgagaaaa
ttaaatttaa
tactetaaat
atgttcacaa
attagagecoe
tgagtgttge
cttcctecte
caagcattct

attagttcag

atataatcag
gattteagga
agagaaatte
ccaaagagaa
aaagattaat
tccaagaacc
tgtgtacagt
tettggtaac
atatgaatat
ctatataata
gtagggagtt
cagattacaa
gagtagttct
gatgttaate
teatattata
gtecactetea
ataattacta
atgataaaca
ttaatcctca
attgatgeaa
tecagetagg
ctgctgeatt
tgctaatctg
gtaatccaca
atcctgcect

gaagggggaa
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ccccectaag
teattatttt
tectttttte
teagacatac
attttcagge
agctaaaaaqg
tttccactag
taacatttta
tagaggeatt
ttaaaattet
tatttctgtt
catagaaaaa
aaatttagaa
aaagateaac
atgagaattt
tectteatet
ttcaacaaac
tctccoctetg
atgtccttgt
tetacaaaaa
ataaaaggat
aaccatggga
tactctacca
aatactgaga
ccccaaatga

aaaatgttaa

atcaacatgt
cetttttcaa
tatgetaatt
aatatgaatt
tgttagtcaa
tegettaage
aatagcctat
attcaatctg
ctttettaaa
geatgtggea
tgctattaga
aacaaaagta
aggaaaaata
tattgetgag
taaaaagaaa
ttgtattece
atttgtaaaa
tctoctggga
aaaatagcca
gtgttaaaca
ttaaatecatt
actcatetea
ttctaatgct
ccaaggcatt
actcacactt

teacacttgt

8460

8475

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B840
200
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
15Q0

1560



atataagaga
tacctetggt
agtattcata
ttttgaaaat
gggacacaag
taaaatattt
catattgaat
aaatattaag
gttagtttca
ttacaagcaa
catgettttt
ttgggaaaac
tgtattgcca
gtecaaacctg
aatgaaacaa
tatgttectta
attattttat
gagagacagyg
acatggaata
tagteccttea
cagctteaga
ggaattaaat
atcataagaa
tcetttteat
tcaagaatge
agctgaattc
cttecagatac
caaaataaaa
aaatattttc
taaatactet
tacataaatt

ttaaccactt

tcatagaaaa
ccacagetaa
agtatactac
ttaaaatagt
caaacatata
gatacttaaa
accatttett
tgattataaa
tgttcttggt
aggaaatgge
gctcagatcet
aagttteega
tectgacagta
taagtcaaag
acaaaaaggt
cattctetea
ttccattecac
acaaagtaca
atgactecatg
actgacaget
gaggackttte
tttatatgaa
aacttgetge
tttaaataaa
ctcagatecag
acctaatttt
tgggagaaca
caagagatat
taatggaatt
tttecagttgg
agtttttaat

gcaaaattta
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acagtttact
gcaatcagea
ttatgaattyg
gtaaggccece
tteteteotet
atgccaaact
tetetecagt
aacgtccaaa
agaagtcctt
atcaaatatt
aggtttcteo
tggcacagcet
tgacaaatgg
gatatgaaat
tttaaaccaa
ggtcttttgt
atattacagg
gattaggget
tgcattaatg
taaagaactt
attttatttt
gttcectagat
tacagatate
caggatctaa
tgacccaggyg
agggccaaaa
aatctcaatt
ttaagattca
acatatattt
aaataaaacc
ttaactaaag

taacacactt

aacctgtgaa
ggatataaat
gaaatctgac
taggecttaat
gtgctgtggg
tctacattte
aagtagagtt
taaattcatt
ttatatttat
tcacaccetg
actcaggaaa
ttgatcaaac
tcececatgtge
aatagtaact
ccaaaaatat
gtcattatga
caacaagctg
tgaagtgecc
atcacactaa
caggttgtte
ggatcaaatg
gatttaaagc
aaaaaggaat
aaaaaataat
aaccttecag
acccaaaaaa
gctcaattgt
ttaagttett
atatgattect
catttgtget
tctatetttt

aaggtagtca
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aataccattc
gtaccctatg
acaacattta
tttacagggg
acactggtaa
tgcagtaaca
aatattagca
aaaatttage
attcaaatga
ccteccaagg
agaggagaat
agcaaaattce
gatattcaca
atacattaag
gtettatttt
acacaattct
daaaagtaga
ctgaccagte
atgatatttg
tgattettga
ctccacaact
tgtaagaaga
gttaccatce
getgggaagt
aatggatgaa
caaaacaaga
atcttatgaa
gtcatttcaa
tctagttata
atattattag
gaattcataa

gatgcettgt

attctetgtt
ttecactatte
catgacctaa
aaagattaaa
ttttttgact
aggcagttat
catgaactga
ttggcaaaat
aatgaacaat
tgtattgatt
gtacccatac
tatccatcta
ctgecattgcea
cacagaagaa
ggatgttcta
aacaagcttg
acggggtgta
gacagcaacc
tttttttace
gectecteta
agttgaaact
agaataatga
ctcatgetaa
cctaaccaca
atagacccaa
ccaaaaaaat
aacaattttt
attttaagaa
tccatggtaa
ggaaaatatce
gcataaaatt

caagtagttt

1620

1680

1740

1800

1860

1520

1280

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2240

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480



aacaaaagtg
gcatgececte
gattttactt
gtatcactta
ttatgaaagt
ccatacactt
taattggtat
tctagaaaaa
agacactgag
aatgacctet
caacagccat
tgtaaagaat
cagagtattg
ctetcoccaca
caaacagaca
aaagttgtte
agagatttgc
tcttetttge
cctgattaca
atgcaggggy
caacagaata
cttgecotgtt
gaaaagccag
cccaagagga
atttaatttt
gaaatgaaga
agatgaagat
aacaacgaaa
cttggacttt
tattgectget

gcttattaag

attttcacct
gggtcctaac
tctgagtetyg
cagactaacc
gaagcatagt
aagcaagectc
ttectttaaa
ttggagattt
agagacagac
gtgctcattce
gagagtcatt
gtgagcaaaqg
aagaaggcag
gaatctgtac
ctttectecaa
cagccacctt
ttaggacaat
ctaactcaca
agttttatgt
aagccatgac
tttecacttea
gggtaagacce
tagaaattge
aggctctaga
caataacaca
caaaaaccca
caggaaccca
agtatggagt
gtacactgaa
ttttaacttt

aaagtaaaag
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gtttgtttta
aaagtatacg
attttatact
cttcaaaagg
tatgagccag
tggggaatga
agatagagtt
gtgtgcatat
agacagtaaa
acctgtectgt
gtggaaagaa
gggaggaagt
agtggagagc
agcteteoegt
acatataaat
tttetaatgg
ttgactgtaa
ttagttactc
tttctectaaa
atttatccac
ttectagtgte
aggatgcacc
caaatgtatce
gecccaccctg
attcaattaa
acctttcaaa
aaacagaaga
ctggagaatc
gaaaagaaaa
tgtgtatatg

aataaaaagqg

ataacagtgc
aagctgaatg
totgtectet
agaaggctaa
caatgttttt
gagttggggy
cttccagatt
attttatgtt
cagaggagca
tcecccacctt
ataaaataaa
tgtgaaaaaa
ctagtaatga
ttatgacagt
gatgaggcag
cttetetata
tttagaagta
aagtaagcat
acacatatca
cactgtecage
acctetgegt
gctgaaataa
agaatacaca
aaacaggatt
agaaagggaa
tctaaagaaa
aaggaaaggc
gctagactet
ctgcatgcat
tagggtagat

tggecttetec
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atcgatttta
gatctatgecc
ttettaccac
gttactaaca
atttagggaa
gaatcaactc
ttaactgtgt
gtaaacagac
ctaaccacaa
gccttttata
attaaaaaat
atgaataaag
gtatctggta
ttaaacttaa
ttecattcagg
tettttacat
ggaaatggga
ttecttoegtt
aaagaaatgt
aaaaacatga
cacctgeact
aaaggggtca
caggetttet
tttgacttca
atacaaggcet
ataatectgtt
aattaacgct
aaaaattata
ttatactgac
ttttttttaa

ataggcagaa

tgaaaatcag
aaatatgcca
atggetteca
tttggaagge
tgtgtgcaaa
ttttatttge
taatagttac
acatacccag
acggtttaca
gcaactatag
cctggaaget
ggcacegate
ccocagtate
tttaaattat
ctgtatgtat
ggagacaatg
agtatttgta
attgcatttt
cctaagecact
acttagecect
ggagtcacca
gacaatacaa
aaggatatgg
cagataaatt
aaacaaataa
ttaaagacac
ggcatctgat
aaggtttaga
caatgtacac
gtgaaagcaa

aactagcgta

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3300

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4360

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340



gtttttttat
aactgaaaaa
tttececectta
aataataaca
ggaaagggtt
tgcetttagg
tetatctget
tcagatggtt
ctoteteata
agatatgttt
tagatattat
tgtgttgecaa
acacacaaac
taacatctat
ttetatggtyg
gtaatagtaa
ggatatttct
ccataagtta
taattttata
tttaatttct
agataccttt
ttttetgttt
atgacttaca
acttttaaat
atatgattac
ccaaatacaa
cataaagatg
ttcactttgt
aattctgtgg
tttttttget
tatatccatg

tettekttaag

tagaaattgt
attgtagact
gtctecttgt
aacactgecct
aactcagcag
actggtecett
aagaatagtt
tatgttaaca
tatctatatt
atagcaattyg
tcttecatttt
ttgcagtatg
acatttcaaa
tcttaatatyg
attgaaaatt
atgattactt
attcatatag
tcaattttag
ttttoctgat
gtaaatcaga
gaaatgtagce
taaaaaacct
gctyggaaagg
taatggcaaa
aaaaaaaaaa
ttectategaa
gactgcteca
cttagttaag
tgataataaa
gcatatatag
gagcagattt

gagatcgatg
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tattcaataa
ttcaaatcag
tcatgttgct
tetgteagge
gtettgtttg
ggecageted
ttgcatgtct
agtatgattt
tatctateca
catataaata
agaatgttat
agtttcaggt
catgttttat
ttttatgtaa
agtaggcaga
tttgtttagt
aaatgtgatt
ttetgtgeca
tcaaatttat
atattcagat
atatcccaaa
cttatgaaaa
attctgtaca
gaaagtcaac
gtttaaaatt
atcacctgaa
aaaagaggaa
taaaaataaa
gtaatgacca
ctgtggtaca
tagcattcag

acacagatac

tagtacatgt
ttagggtggt
cacaacaaga
cctgtgetga
cccagactct
tggagaatga
caggtcttgg
atggcaaaca
tatatatgta
gagagatagt
cttggtatgt
atgtacatgt
gtttaagcte
gtacagcagce
gaatttttgt
atagttttat
tactctcatyg
aggcactttt
atgccegtgt
gttgaaaaag
atgcaaccca
ctattgecat
tataagacat
aaaqgaagtt
tttettggoo
actgaaatca
tcaagaaaga
atctgactgt
cttttcagct
ttttaatgtg
cttgggtctc

atacagacta
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tacaaataaa
caccctaaaa
aatgggctaa
atacegtctyg
gtacatttce
geteotecaget
gccacaaaat
tagatctcta
cctatatata
atgtagtagyg
ttaaaaggaa
tatgtgtgtyg
aatattcaaa
agcattatta
aatggttctt
aatctataca
tacttatcta
actgaataaa
aatgtteoegg
tetttgoett
gaggctggea
actaaatttt
caaatattga
catatgaaat
ccagtettat
ccattctagg
atttggectea
taactacaga
ggagggacta
aaatgatgac
ccagtcaata

acaaatgtga

taccatttta
aagggcattt
tgectatgaat
catatgtata
aagaaaggtc
tttagaaaat
atcagtttaa
atctccattt
tcaaatatga
aagagagaca
aaacttaaga
tgtgagagac
cacagaaata
aatactgtat
aataattttt
tgaataaagt
catgctaaaa
aataatcagc
ggtttttttt
cagatttaaa
atgtcaacat
ttacttgetyg
ggatactgga
caaactagta
cattteotgag
ctggttttce
cagtgaatta
aatcatttca
acttcttttt
tgcatcaget
tctacgagte

taccaataat

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

€540

6600

6660

6720

6780

6840

63900

£960

7020

7080

7140

7200

7260



caagaattca
ctagattett
tttagataga
ccacaggagt
ctaaagtgge
gettecogae
catttggtca
gtaatttatc
ctccgaaagt
coegaatttaa
acttcooctat
tecagggottt
tgagtgagaa
aaatgccaaa
gctgaaaata
ttgtttacce
caaaacaact
taccteoacte
aatcattaaa

a

ctcagttaag
gtgcctgtga
aatataccta
acactttaaa
atgtggttec
taatgtggaa
cgtggaggaa
aaagaaatga
atactccatc
ggggacataa
gagatggaag
gatgaataag
agtgagagaa
tgccagttaa
aattcttoat
aaaaactatt
gttttgagat
acetettgga

accgttttat
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attttgccca
ggctocactc
ctcttaacat
gcagggactt
ctaaagetta
aaagtetgaa
aatgatttca
aatatttaga
acagactgct
tgactactte
acggacttet
aatggttgag
ccagagaaat
ccaaagcttt
ggctcaatgt
tttaatgact
acteccagatce
tatgeataaa

attgtttaag

<210>5

<211> 8427

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 5

gcacctgeca
tggeccaggcet
agctgggatt
ctatgtgggg
tttaaaaaat
gaggccgagy
gtgaaacece

aattceagcet

ccacgeoecag
ggtctcgaac
acaggcgtga
ggggaggcta
atttcttggg
tgggcagatc

atectetacta

gctcgagagg

ctaattttct
tettgaccete
gecacegege
gtattattac
ccaggcgtgy
acttgaggcc
aaaatataac

ctgaggecatg

ctgatttcca
atttcoctga
gaaccatttt
cactettcaa
ataactgaca
aaatgatttt
ccaaatagat
taaattccag
cactaagaag
tgetacacag
aatcaggtac
agogeteate
aaatcctcat
ctttgtcata
gaatcagtaa
aagactcaga
tgtaatcaag
gcacactaat

catttoctag

attttcagta
aggtgatcca
ctggecatat
agcagattgg
tggctcacge
aagagttaag
aattagecag

agaactgctg
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cacaagaaac
atocacaaaag
aaatatatgt
teteteocaat
ttgecttaaa
aaatctttea
actctcatta
atttcceocecca
ctcoctactgca
aaacattate
cagagagggce
ataaatgaat
gtagaaaatt
aagcaacttc
tttccatcte
gtttgeocaga
taagtctgaa
atataacgtt

acatatttgg

ctagaattta
ctacagagta
attactgtgt
cacgtgttac
aaaggggttt
ctaaatttet
attttetaat
ccatgageott
gtcaaagtga
catctetaac
tetgocaact
tcagtataac
taggggtatg
tataaaaatt
tattacactg
gtgtttteca
aaaccccaaa
ctaaaaagee

ctacaaatct

gagatgaggt
cceogeeteag
taacaaattt
tttgctatat
ctgtaatccc
agaccagcct
gcatggaggt

gatecctggga

tttgecatgt
cctaccaaag
taaatcacaa
aaacaagtac
agcactttgg
ggccaacatg
gcatgeetgt

ggcagaggtt

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8401

60

120

180

240

300

360

420

480



gcagtgaget
ccgtctcaaa
acatggtagce
agatactggc
acatatacat
tcaaacagcc
agtcagtgte
tetttetggyg
tgatagattg
acaaaaggqgyg
agtgcaaaca
aggettgtygg
ttcagttact
gcaaggacat
gccaaaaatc
agaggaaaaa
ctgetgetaa
cggtcataga
aaagtagaat
aaagacattt
aaaccacatt
ttattacaga
aaccttacgg
gataataaga
cctgtatcege
attttgtgtg
ctaaaacact
atattagtaa
aaaatggage
gcatgcagtg

aagtaaacca

gatattgege
taaataaata
cctcagcaac
taagcaagta
tgcagettac
aaaaggaacc
ctaaaagaga
getgtttact
gtacatgett
cattttgeag
ttgtaaacaa
tatggatgca
ggtgtgatag
tttacacaca
tcaaggtcett
aatgtgaage
ttctaaacgt
ttttaacaat
cctcaccaaa
cacctcttte
tattttcagyg
agaatcacag
aacaactatc
ggcttcteat
cacatgcata
taaaccttat
aggttgttte
tcaaactact
agacaagaag
ctctaatctg

cgttatcaca
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cactgeacte
aataaataaa
aatattgtaa
agaaaggcac
acttacattt
agccatgcaa
aaattaatgt
ggcecteocaat
ctaaacacaa
catecttattt
taaattttca
atgagtacta
teccttttggg
gcaaaaacat
agaacagcct
gtgctatttt
ttactgageo
taatcectgt
aaaatttaaa
tetgecteag
aattccagtt
aactctgaaa
cccattttaa
gcoccacacta
aaaataattt
agtagctgat
tgaagactca
tagcagaaag
gaagggtttt
aagttaagca

gcaagtttca

catatccage
taaaactaaa
gaactcctcg
tgeocecctgett
tccaatateco
ataaaaatac
aaagaattaa
acatcaatce
cagaattttt
tcettaatea
ttaccttttg
gacaggcaga
ggcatacatc
tctcaggaat
gagecttetga
ttaaaataac
cttattatgt
aacaacccte
ctttccaaat
actacatttt
aaagcgtaca
ttaaatactg
aaaaaaagga
gcaatgaatyg
acatctgcta
aaaaaataca
ctttagaatt
ttcttagagy
cegtactgtt
aaaactgcaa

agaaagtcetg
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ctgggeaaca
ggcagagttt
caagagaaaa
ctgecatacat
ccaggeatee
aagttcaaga
gattttttga
tgtaacactg
ccaaggttac
actagtttgg
aactttctga
gctgaatact
acttagggag
ttgtcacatc
tcaaattata
agtaactact
gccaagcacc
tgatattagt
aaaaatataa
caagtattaa
gatattcaaqg
gcacagaaaa
acagcatata
atgeccataat
agtcaagttt
ataaactaat
tgagcagcat
gctgggaage
taaatcaact
tgecatactgg

aactatctag

tggcaagact
tcttaaataa
agctggaata
tcaaactaag
ctttecette
gcctaaaaga
aactacactt
tgaactacag
atacactgta
atattctaac
agtcaaccaa
agtcaaaata
aaactgaggt
attaccataa
ttgtaaaaag
actactgctg
gtgctaggta
taataaaatt
ataaattatt
atttacacta
atgttgacaa
ccttcecatce
tatcaggectt
tataaagaga
tcaatatatt
ctaaggtaaa
aataatcata
tgtgtataat
acaggtcocca
gacttgtagt

cacaatttga

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1320

1380

2040

2100

2160

2220

2280

2340



ctatatetta
goacacagtt
attagaaaaa
gatgaataaa
cattctctaa
cctgtaatece
accatootgg
ggtggegeac
ctgggaggtg
tgtgagatte
tttaacaatt
caaacattece
acaccecate
caatatttat
acatccoocac
agcccactte
gtaacacgte
acacacccte
ctgcatcagg
catgttttgg
ttaacgcaat
gacgggetac
agatagcagt
aaagttttgg
ttaattgagt
catggttaac
tctectecaag
tctttttgge
aagcctagat
ctttettgac

aagaatagtt

taaggcaggg

ttatcagagt
teotctageac
tecttacgtag
aaatataatt
tocectecceca
caacacttta
ccaacatggt
geoctgtagte
gaggctgcay
attctcaaaa
attcaagatg
ccatattcta
dacddaaddcaa
gooctacatt
acacacacgc
tctcatccac
caaacacaag
ctattttetg
aggcctaaca
aatatagtcco
ccagcotaaaa
tataaaggat
tgocatggtt
gtacttattt
gaaataatca
aatacttgga
tactgacagt
ttctgtgttt
catcaacctg
tacttagaaa

gccttcaact

agaggggaga
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ctaatcaaat
ataccggaaa
gagaagcaca
tttgaaatag
caaaaagttt
ggaggetgag
gaaaccatct
ccagctacte
tgagctaata
aaaaaaaaaa
tattttataa
atattgocca
aCaasadaaca
ccteacotet
ttetacaaag
tgacctctte
ctgataagtt
caagtctgtg
caggtggtgg
aagaaattoco
atcatctgea
ttgaagoette
actataccca
aaaatttaaa
actactgttt
tctgcageag
ttgtattcte
aagttatttt
ttaggcctea
aggeagaaaa
gagatatttt

gacttgcagg

ttaaatcaaa
aagtatcaat
gaaaaaaatg
ttttttaaag
aattgttttyg
gegggtgaat
ctactaaaaa
aggaggctga
tegcacecact
aaaaagttta
ataatttttc
ccaggaaata
ctgaagttet
aattccctac
aacacttaga
tgaaaacaca
tgagctagaa
gaaggaggcet
gttattttca
taacaaggaa
acacatgcta
gtcaatacaa
cttttatcag
aaaaacacac
gatttgtaag
aaaaaaaatc
aatgcageca
tecectagge
tcceocttect
catttetgta
caccaaagtc

gtactgaaag
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tttgtatgtt
atttagacca
ctgaaaaagc
tttgaatgga
gccgggcgcy
tacgagatca
tacaaaaatt
gacaggagaa
gecacteccage
attgttttaa
ttgaagaaaa
atttttttag
gcttttgtea
acacacacac
aaaacagtat
aaagattttt
tttacatata
gggaaagaac
ggcaacagca
agataagcotyg
ctacatttca
catactgtec
gaaattactg
acaatttagg
tatgtegott
aattcettte
aaacaataaa
ccacaaacaqg
atcceccteca
actgattcca

ttttttattt

ggagaagtgg

ctotgatgtg
acattttcac
aaaaaaactt
tccatttoaa
gtggctcacy
agagatcgag
agttgggegt
ttgcttgaac
ctggtgacag
caggttgett
ttctcagaag
taatacgeoac
agtcecttact
acacacgeac
tccaactaca
taagctatca
tacagttget
taagtgcaat
ccttcacaaa
gcacacaaat
ccataaaagt
ataaggecag
tcattacecce
gttctgactg
tggagatgea
tgctgecteet
acaaaaccea
agtcaaaata
tactggttca
aagtatagaa
actttttttt

aggagtattc

2400

24860

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260



aaattgccac
acctcacata
agggacaagt
ctattcaaaa
acatatacac
aataaattca
aacatacacc
aaagccoceatg
aaataatatg
attccattaa
attaaataca
atataagectt
gaaaaagtta
caccgttcac
agtcacttct
aattatctat
aaagctgaaa
actcctetag
tgatatatcc
acaagcttga
cattcaaaac
gggaacttac
aaaaactgta
ttttttttta
tataacaaag
cgtggtgget
agtcaggagt
azaaacttagce
aggcaggaga
tgcactccag

ctatagtgte

acaagtctag
taatttctaa
aatagaaaag
atttaacaca
acaaacatac
atgcaatgtt
tgagaaaatt
tacaaaagcet
aaaattcaaa
aggtcagaga
aaagccttea
aacttcagta
ataacaccet
agaagcaagt
aaaatttaag
attttacttt
ctcaaggectt
atttgagtag
atatatacct
aagctttagg
ttgaaccatg
atactcacta
ataggggaca
aattatgaga
acatttttgg
cacgcctata
tcaagaccag
cgggegtagt
ategettgaa
cctgggaaac

cagggtgeac
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tgtaagaaag
aagcetttgga
ttattecataa
catataagaa
aaagtagaaa
aacatattat
aatgtgatca
cctgagaagt
catgtttcaa
cctaaaactt
gcaataaaat
tgtcttecaca
gagaggttte
ttctatattt
atactatacc
aaaatgttte
taaacttttg
tcatttcott
aatactaaca
cagtaagaat
acatctgtta
aaatcaacta
tacaattcac
aactgactag
taaccacagc
atcccageac
cctgaccaac
ggcggacacc
cetgggagyge
agagcgagac

tttaaatgta

ttgctttaga
agagttcacc
agtctactte
ttatacgaaa
acataagcta
ctetttttta
aaacgttaaa
caacataaat
gaaatcagtt
taattcette
actaaggata
gaaagcttta
atttttatet
actttectaaa
ttttgatagyg
tattcecaaat
ggttattttt
gtgcateoctt
catacagata
ttttcagaaa
ctctgtcaat
ctatcacatc
aggatcttca
gcagcatttt
agtatttaaa
tttgggagge
atggtgatac
tctataatca
agaggttgca
tccgtetecaa

ttacttteto
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agagtccaaa
ataattttaa
aacattttta
gcctacaaaa
tttaagaaat
aaaaatcgca
gaattcttag
cattaatatt
ctagatatag
ccttoctetgt
caaaatttaa
ctattcactg
aaacagttaa
gggggcaatt
ctcataaaca
ttgtgagcag
acacaaaaat
ctaaaataga
tacatctttt
gttagcagag
aagagtctat
acatcaatgg
aaagggaaaa
ttcaaaagca
aaacaaaaat
caaggcaggt
ccegteteta
cagctactca
gtgageagag
Zaaataaaaa

aactgatatg

ggatggctga
gactgaattyg
caaaagataa
tagtatggec
aattatctac
aagcagcaaa
gcctataaaa
tcoccoccagcaca
atataaaaga
ttgaatagta
aagcacatta
tctgtaggat
gtgtttttet
tcaaaagaat
cagggttect
agtttataag
atttcagtgc
aaaacaaaaa
tcactgtgaa
tcagtcaaaa
agaagaatca
agaaatgaag
tgatcttttt
gcttcaaaac
ttaggccggy
ggatcacctyg
ctcaaaatac
ggaggctgayg
atcacgeegt
aataaaaaaa

gaaaaagtta

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

48980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

54900

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120



gecatttaaag
tatctgeatg
tactgagaaa
tttectagceat
catgatattt
gctataaatg
atcaacaatg
aggctaactt
tatattagaa
ttcaacacac
ttatagggat
aattacaaat
tececctteca
ctatccgecaa
ttatttatga
ttaatcctgt
ttcaaaaatt
atgtaagcag
ggatggaccc
tacaatttag
tgcctocagte
ttaaaaagca
agtcaaactg
aaaaaaagcc
gtgcactatt
cagaaatttt
agataggtcc
aactagtttt
agaaggaact
ttteccaacaa
gtcttcaaag

gatgtaaaca

acagaagctt
ctttettace
acagtatttt
ccccaaattt
tcagtgataa
ctatgaaact
acctaccact
aagtacatca
tcatagtectyg
tatacccecctt
gataacaagg
aattttttaa
aataaaataa
tcgeacatet
atggaatttt
tgettagetg
tectttatet
aagaagagta
ttecaaageta
cecaggtagyg
caaaatacaa
ttcaatagea
taaatactat
cctggaatat
actatgetet
tttataaaca
tgggatttga
aagcccacaa
taccaaaatt
tgetgtaaac
accaaaagca

aatatcataa
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ctgtccatgt
atttatgaag
goctacaaaa
ttaaaacttc
tecaattcace
gttaaagtag
gatacaactt
accatatgta
taaatccgag
tecaaaatcet
cttaaagece
aatacatget
ttctaaacag
actttgtaca
taaatggact
aagctaageca
tgctgtagea
ttteoagagge
aaagaaatag
tgtettttte
catgcttaaa
cccaagcaaa
tatgttacca
tcgtaacatg
tcacttaagyg
ttagcataac
aaatgtattt
caccgattece
aaaatgaata
caaataaatt
aagctgacect

acactgaaaa

attaattagt
aacttttata
tagacaaaat
gacacaaaac
taacactaac
ctatattcat
gacttacagt
tttataaage
gggaaaaaac
caactactct
taaatcatac
caacatccca
tgetctgtac
gtcaaagact
tactcaaaat
gagctgtaat
cctectgetg
agctccotteoc
gcecccatcea
atctattact
taaagcctge
acactttatt
aaagcaaaag
ttagccagat
atagttgtac
tgtacacaaa
ttecagacatt
ataaacaagt
atagtatttc
gtgaaactta
atttatttet

gtacgettac
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tacctatecte
tgtattatet
tcaaagcaga
tttacaagca
agagtttcaa
ctttatgeag
tcaagaatct
cgagtgccta
tacaagaagt
atatcctatt
caactacttt
ctecatcaaca
caagggccag
tcactttcaa
cttteotggaa
aagtagcaag
gatagceattt
agaagactga
tcacttatac
actccagtte
aaaattgtct
atgggeagece
tctgatgtta
gtttgtgttt
atctacaaac
atttcctett
tttaatgace
aaagacagaa
cagtaaaaat
aaaaaggaag
attgcttaga

atggtttage

aacaacttaa
catttggtcet
tttatcaaac
accacagtgg
aggaccatgt
ttactgttac
cagtetttge
aaaattgatc
ctaaaatttt
tgtattaata
tgtttataac
caagactaat
aatccttata
gtagcaaaca
ctttaaggtg
accctcaaaa
agagatctte
ataggaaaaa
cttctaaaaa
cacaaagact
aaaaactaag
aagcaatgte
aaaaaaaaaa
tgagaacttt
gttttaagta
tgccatgaaa
ccctaaaata
gaagagaata
gtagtaacag
gagggggceca
gtgaacaceca

ctecaatttea

6180

6240

6300

6360

642()

6480

6540

6600

6660

67210

6780

€840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

B8040
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gtacccttac caggccctca ataaagctac agatgttggt gagaactcge tcaaaaagga
gataattcca goccoccoccteogee ttaaagaatc ccoctatcaagt gaacctgtga aaagacttcec
ttcoccagagt gcacaactge tttaaaaaaa aaaaactttc atcagcccaa attaatctga
ttetaatatt caactateca ttatttatat ataaatgtte ttecetetet aactttecca
getegagecat ctacattect gacaccgact attagcaaaa atgcacaact ccttceecccag
ctatggggea aatcetttgaa atctgaaaca cagecacaaa gttcactgte aaggocaggt
gatgaggccc acacatgccc ggacctt
<210>6
<211> 1704
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Fragmento A
<400> 6
ggtaccacec aagcetggeta ggtaagettqg ctagegecac catggtgetg cagacccagg 60
tgtteatete cotgetgotyg tggatceteoy gegeatatgy cgatategtg atgattaaac 120
gtacggtgge cgeccecteoe gtgtteatet tecceccecte cgacgageag ctgaagtecg 180
gcaccgocte cgtggtgtge ctgctgaata acttctaccc cagagaggcc aaggtgcagt 240
ggaaggtgga caacgccctg cagtcoccggga actcccagga gagcgtgace gagcaggaca 300
gcaaggacag cacctacage ctgagcageoca coctgaccct gagcaaagoc gactacgaga 360
agcacaaggt gtacgectge gaggtgacce accagggect gagetcceccee gtcaccaaga 420
gecttcaacag gggggagtgt taggggoceg tttaaacggg tggecatecet gtgacceocte 480
cocaghgeet ctectggese tggaaghtige cactocagtyg cocaceagee ttgtoctaat 540
aaaattaagt tgcatocattt tgtctgacta ggtgtocttc tataatatta tggggtggag 600
gaggagtggta tggagcaagg ggcaagttgg gaagacaacce tgtagggect geggggtcta 660
ttgggaacca agctggagtg cagtggcocaca atcttggctc actgcaatct ccgectectg 720
ggtteaageg attetectge etcagoctoe cgaghtghbty ggattocagyg catgeatgac 780
caggcetcace taatttttgt ttttttggta gagacggggt ttcaccatat tggecagget 840
ggtctocaae toctaatote aggtgateta cdeaccttgy cotoccaaat tgetgggatt 900
acaggcgtga accactgctc cacgogocct gtageggege attaagegeg gegggtgtgg 960
tggttacgcyg cagogtgacc gctacacttyg ccagegccct agogoccogot cctttogott 1020
tcttcectte ctttetegec acgttegeog getttocceg tcaagetcta aatcggggge 1080
tecctttagy ghtteegattt agtgetttac ggeacctega coccaaaaaa ctitgattagg 1140
gtgatggtte acgtagtggy <categecct gatagacggh ttttegeccet ttgacgttgg 1200
agtccacgtt ctttaatagt ggactcettgt tccaaactgg aacaacactce aaccctatet 1260
cggtetatte ttttgattta taagggattt tgeocgattte ggectattgyg ttaaaaaatg 1320
agctgattta acaaaaattt aacgogaatt aattctgtgg aatgtgtgtc agttagggtg 1380
tggaaagtcc ccaggctcoc cagcaggcag aagtatgcaa agcatgcatc tcaattagtce 1440
agcaaccagg tgtggaaagt occcaggctc cocagoagge agaagtatge aaagcatgea 1500
tctcaattag tcageaacca tagtcoccegeec cctaactceg cccatcecege ccectaactec 1560
geccagttee gecocattote cgocccatgg ctgactaatt ttttttattt atgecagagge 1620
cgaggeegee tetgectetg agetatteca gaagtagtga ggaggettit ttggaggect 1680
aggcttttge aaaaagctcoc cggg 1704
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<223> sefial de IgG1 humana + constante de IgG1 humana
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REIVINDICACIONES

1. Un polinucleétido que consiste en una secuencia de polinucledtido representada por la SEC ID N°: 3 en el listado
de secuencias.

2. Un polinucleétido que comprende al menos 3000, 2000 o 1500 nucledtidos consecutivos de una secuencia de
polinucleétido representada por la SEC ID N°: 3 en el listado de secuencias, en el que el polinucleétido es un
fragmento parcial de la SEC ID N°: 3y tiene una actividad de potenciar la expresion de un gen exdgeno.

3. Un polinucledtido que consiste en una secuencia de polinucleétido que tiene una homologia del 95 % o mas o del
99 % o mas respecto de la secuencia de polinucledtido del polinucledtido de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 0 2 y que tiene una actividad de potenciar la expresiéon de un gen exdgeno.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

(i) un polinucleétido que comprende una secuencia de polinucleétido que contiene dos o mas de las secuencias
de polinucledtido del polinucleétido que comprende al menos 3000, 2000 o 1500 nucledtidos consecutivos de
una secuencia de polinucleétido representada por la SEC ID N°: 3 en el listado de secuencias y que tiene una
actividad de potenciar la expresion de un gen exdgeno;

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

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

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

10. Una célula transformada en la que:

a) se ha introducido el vector de acuerdo con la reivindicaciéon 6 y un gen exégeno, o
b) se ha introducido el vector de expresién de un gen exdégeno de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 7 a 9.

11. La célula transformada de acuerdo con la reivindicacién 10, en la que la célula es una célula cultivada
procedente de un mamifero preferentemente en la que la célula cultivada es una célula que se selecciona de entre el
grupo que consiste en células COS-1, células 293, y células CHO.

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

es una proteina hetero-multimérica y es un anticuerpo o un fragmento funcional del mismo.

14.

Un procedimiento de produccion de una proteina caracterizado porque comprende cultivar la célula

transformada de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 13 y obtener la proteina codificada por el
gen exogeno a partir del producto de cultivo resultante.

15.

Un procedimiento para potenciar la expresion de un gen exdégeno en una célula transformada en la que se ha

introducido un gen exdgeno o un vector de expresion de un gen exdgeno, caracterizado porque usa:

16.

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

(i) un polinucleétido que comprende una secuencia de polinucleétido que contiene dos o mas de las secuencias
de polinucledtido del polinucleétido que comprende al menos 3000, 2000 o 1500 nucledtidos consecutivos de
una secuencia de polinucleétido representada por la SEC ID N°: 3 en el listado de secuencias y que tiene una
actividad de potenciar la expresion de un gen exégeno; o

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

El uso de:

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

(i) un polinucleotido que comprende una secuencia de polinucleétido que contiene dos o mas de las secuencias
de polinucledtido del polinucleétido que comprende al menos 3000, 2000 o 1500 nucledtidos consecutivos de
una secuencia de polinucleétido representada por la SEC ID N°: 3 en el listado de secuencias y que tiene una
actividad de potenciar la expresion de un gen exdégeno; o

(iii) un vector de acuerdo con la reivindicacion 6,

para potenciar la expresion de un gen exégeno en una célula transformada.
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[Fig.2]
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[Fig.3]
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[Fig.4]
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[Fig.5])
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[Fig.6])
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[Fig.7]
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ID Localizacién Localizaclon | | ongitud (pb)

A2 80966429 | 80974878 8450
A2-1 80966429 | 80969428 3000
A2-2 80969229 | 80972228 3000
A2-3 80971829 | 80974878 3050
A2-4 80967129 | 80969128 2000
A2-5 80967129 | 80968628 1500
A2-6 80967129 | 80970128 3000
p2-7 80968429 | 80971428 3000
A2-8 80970429 | 80973428 3000
A2-9 80966429 | 80970128 3700
A2-10 80968429 | 80972228 3800
A2-11 80969229 | 80973428 4200
A2-12 80967129 | 80972228 5100
A2-13 80968429 | 80973428 5000
A2-14 80969229 | 80974878 5650
A2-15 80966429 | 80972228 5800
A2-16 80967129 | 80973428 6300
A2-17 80968429 | 80974878 6450
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[Fig.8]
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[Fig.9]
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Localizacion

Localizacion

D de inicio final Longitud (pb)

A7 88992123 89000542 8420
A7-1 88992723 88995722 3000
A7-2 88995723 89000542 4820
A7-3 88997523 89000542 3020
A7-4 88995523 88998522 3000
A7-5 88993623 88996622 3000
A7-6 88996523 88999522 3000
A7-7 88994523 88997522 3000
A7-8 88992123 88995722 3600
A7-9 88993623 88997522 3900
A7-10 88994523 88998522 4000
A7-11 88995523 88999522 4000
A7-12 88996523 89000542 4020
A7-13 88992123 88997522 5400
A7-14 88993623 88998522 4900
A7-15 88994523 88999522 5000
A7-16 88995523 89000542 5020
A7-17 88992123 88998522 6400
A7-18 88993623 88999522 5900
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[Fig.10]
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[Fig.11]
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ID Lo::::ﬁ:?één '-°c‘i‘=::1z:l“i"’“ Longitud (pb)
A18 111275976 | 111284450 8475
A18-1 111275976 | 111281015 5040
A18-2 111276976 | 111281977 5002
A18-3 111277976 | 111282975 5000
A18-4 111278975 | 111282975 4001
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[Fig.12]
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[Fig.13])

ID Localizacion Localizacion || ngitud (pb)

B5 143034684 | 143043084 8401
B5-1 143034684 | 143038684 4001
B5-2 143034684 | 143037883 3200
B5-3 143037174 | 143040284 3111
B5-4 143040056 | 143043084 3029
B5-5 143035584 | 143038684 3101
B5-6 143038684 | 143041683 3000
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[Fig.14]
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[Fig.15)

ES 2701091 T3

Localizacion

Localizacion

ID de inicio final Longitud (pb)

C14 46089056 46097482 8427
C14-1 46090015 46093070 3056
C14-2 46091042 46094069 3028
C14-3 46093075 46096174 3100
C14-4 46090015 46097196 7182
C14-5 46090015 46095066 5052
C14-6 46093994 46097196 3203
C14-7 46090015 46094069 4055
C14-8 46092049 46096174 4126
C14-9 46093075 46097196 4122
C14-10 46089056 46094069 5014
C14-11 46091042 46096174 5133
C14-12 46092049 46097196 5148
C14-13 46090015 46096174 6160
C14-14 46091042 46097196 6155
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[Fig.16]
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[Fig.17]

Veces de aumento

73




ES 2701091 T3

[F|g1 8] Los puntos de inicio y final basandose Los puntos de inicio y final baséandose  Los puntos de _iniCiO y ﬁn_al basandose
en la secuencia de longitud completa en la secuencia de longitud completa ~~ en la secuencia de longitud completa
del elemento de ADN del elemento de ADN del elemento de ADN
A2 A7 A18

Punto Punto Punto Punto Punto Punto

de inicio final de inicio final de inicio final

A2 1 8450 A7 1 8420 A18 1 8475

A2-1 1 3000 A7-1 601 3600 A18-1 1 5040

A2-2 2801 5800 A7-2 3601 8420 A18-2 1001 6002

A2-3 5401 8450 A7-3 5401 8420 A18-3 2001 7000

A2-4 701 2700 A7-4 3401 6400 A18-4 3000 7000
A2-5 701 2200 A7-5 1501 4500
A2-6 701 3700 A7-6 4401 7400
A2-7 2001 5000 A7-7 2401 5400
A2-8 4001 7000 A7-8 1 3600
A2-9 1 3700 A7-9 1501 5400
A2-10 2001 5800 A7-10 2401 6400
A2-11 2801 7000 A7-11 3401 7400
A2-12 701 5800 A7-12 4401 8420
A2-13 2001 7000 A7-13 1 5400
A2-14 2801 8450 A7-14 1501 6400
A2-15 1 5800 A7-15 2401 7400
A2-16 701 7000 A7-16 3401 8420
A217 2001 8450 A7-17 1 6400
A7-18 1501 7400
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[Fig.19]
Los puntos de inicio y final basandose Los puntos de inicio y final basandose
en la secuencia de longitud completa en la secuencia de longitud completa
del elemento de ADN del elemento de ADN
B5 C14
Punto Punto Punto Punto
de inicio final de inicio final
B5 1 8401 Ci14 1 8427
B5-1 1 4001 C14-1 960 4015
B5-2 1 3200 C14-2 1987 5014
B5-3 2491 5601 C14-3 4020 7119
B5-4 5373 8401 C14-4 960 8141
B5-5 901 4001 C14-5 960 6011
B5-6 4001 7000 C14-6 4939 8141
C14-7 960 5014
C14-8 2994 7119
C14-9 4020 8141
C14-10 1 5014
C14-11 1987 7119
C14-12 2994 8141
C14-13 960 7119
C14-14 1987 8141
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