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DESCRIPCION
Constructo y secuencia para la expresion genética mejorada
Campo de la invencion

[0001] La invencion se refiere a un método de transcripcién y expresion usando un constructo de acidos
nucleicos que se caracteriza por la presencia de un promotor seguido de un promotor intrénico. La invencion se
refiere ademas a dicho constructo de acidos nucleicos, un vector de expresion y una célula que comprende dicho
constructo y su uso.

[0002] La invencion también se refiere a métodos para la transcripcion y opcionalmente la expresion usando una
secuencia de nucledtidos. La invencion se refiere ademas a dicha secuencia de nucleétidos y un constructo,
vector de expresion y célula que comprende dicha secuencia de nucleétidos y su uso.

Antecedentes de la invencion

[0003] Christensen et al., 1996, transgenic res., 5 (3): p. 213-218 se refiere a vectores basados en promotores de
ubiquitina para la expresion de alto nivel de genes marcadores seleccionables y/o cribables en plantas
monocotiledoneas. Sivamani et al. (DOI: 10.1007/S11103-005-3853-Z) se refiere a la mejora de la expresion de
un promotor del gen de la poliubiquitina de arroz. Bianchi et al. (DOI: 10.1371 /journal.pone.0065932) se refiere a
la forma en que las secuencias de unién intrénica de Yin Yang 1 y el empalme provocan la mejora mediada por
intrones de la expresion del gen de ubiquitina C. Nenoi et al. (DOI: 10.1016/S0378-1119 (96) 00380-0) se refiere
a las regiones aguas arriba del gen de poliubiquitina evolutivamente equivalente de humanos y hamsteres
chinos. Nenoi yet al. discuten el mismo tema en Biochim Biophys Acta (1994) 1204(2): pag. 271-278.

[0004] Todavia existe la necesidad en la técnica de métodos alternativos y preferiblemente mejorados para
regular la transcripcion de un transcrito y opcionalmente regular la expresion de una proteina o un polipéptido de
interés en células huésped.

Resumen de la invencion

[0005] La presente invencion se refiere a un método para la transcripcién y opcionalmente a la purificacion del
transcrito producido que comprende los pasos de:

a) proporcionar un constructo de acidos nucleicos que comprende un primer promotor, un segundo promotor
y una secuencia de nucleétidos de interés, en donde dichos primer promotor y segundo promotor estan
operativamente enlazados a dicha secuencia de nucleétidos de interés, y en donde dicho segundo promotor
esta flanqueado por una primera secuencia intrénica ubicada aguas arriba de dicho promotor y una segunda
secuencia intronica ubicada aguas abajo de dicho promotor; vy,

b) poner en contacto una célula con dicho constructo de acidos nucleicos para obtener una célula
transformada; y,

c) permitir que dicha célula transformada produzca un transcrito de la secuencia de nucleétidos de interés; y
opcionalmente

d) purificar dicha transcrito producido.

[0006] La presente invencion se refiere ademas a un método para expresar y opcionalmente purificar una
proteina o un polipéptido de interés que comprende el paso de:

a) proporcionar un constructo de acidos nucleicos que comprende un primer promotor, un segundo promotor
y una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina o un polipéptido de interés, en donde dichos
primer promotor y segundo estan operativamente enlazados a dicha secuencia de nucleétidos que codifica
una proteina o un polipéptido de interés, y en donde dicho segundo promotor esta flanqueado por una
primera secuencia intronica ubicada aguas arriba de dicho promotor y una segunda secuencia intrénica
ubicada aguas abajo de dicho promotor; y,

b) poner en contacto una célula con dicho constructo de acidos nucleicos para obtener una célula
transformada; y,

c) permitir que dicha célula transformada exprese la proteina o polipéptido de interés; y opcionalmente

purificar dicha proteina o polipéptido de interés.

[0007] Preferiblemente, dicha primera secuencia intréonica comprende al menos un sitio de empalme donador y
dicha segunda secuencia intrénica comprende al menos un sitio de empalme aceptor. Ademas, el constructo de
acidos nucleicos del paso a) del método de la invencion comprende las siguientes secuencias de nucleétidos
indicadas aqui en sus posiciones relativas en la direccion 5' a 3": (i) un primer promotor (ii) una primera secuencia
intrénica que comprende al menos un sitio de empalme donador, (iii) un segundo promotor, (iv) una segunda
secuencia intrénica que comprende al menos un sitio de empalme aceptor; y (v) una secuencia de nucleétidos
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que codifica una proteina o un polipéptido de interés, en donde preferiblemente dicho primer promotor, dicha
primera secuencia intronica que comprende al menos un sitio de empalme donador, dicho segundo promotor y
dicha segunda secuencia intrénica que comprende al menos un sitio de empalme aceptor estan todos
operativamente enlazados a dicha secuencia de nucleétidos que codifica una proteina o un polipéptido de
interés.

[0008] Preferiblemente, dicho primer promotor tiene al menos un 50 % de identidad con los nucleétidos 1-969 de
la SEC ID n.%: 1 o los nucledtidos 1-614 de la SEC ID n.°: 2 en toda su longitud. En la tabla 1 se proporciona una
descripcion general de todos los n.° de SEC ID. Preferiblemente, una secuencia de nucleétidos que comprende
dicho primer promotor y dicha primera secuencia intrénica que comprende al menos un sitio de empalme
donador tiene al menos un 50 % de identidad con las SEC ID n.°: 1 o 2 en toda su longitud. Preferiblemente,
dicho segundo promotor tiene al menos un 50 % de identidad de secuencia con la SEC ID n.°: 57 o la SEC ID
n.%: 58 en toda su longitud.

[0009] La presente invencion se refiere ademas a un constructo de acidos nucleicos que comprende un primer
promotor y un segundo promotor, en donde dichos primer promotor y segundo promotor estan configurados para
estar operativamente enlazados a una secuencia de nucledtidos de interés, y en donde dicho segundo promotor
esta flanqueado por una primera secuencia intrénica ubicada aguas arriba de dicho promotor y una segunda
secuencia intrénica ubicada aguas abajo de dicho promotor. Preferiblemente, dicha primera secuencia intrénica
comprende al menos un sitio de empalme donador y preferiblemente dicha segunda secuencia intrénica
comprende al menos un sitio de empalme aceptor. Ademas, preferiblemente un constructo de acidos nucleicos
de la invencidon comprende las siguientes secuencias de nucleétidos indicadas aqui en sus posiciones relativas
en la direccion 5' a 3" (i) un primer promotor (ii) una primera secuencia intronica que comprende al menos un
sitio de empalme donador , (iii) un segundo promotor, (iv) una segunda secuencia intrénica que comprende al
menos un sitio de empalme aceptor; y opcionalmente (v) una secuencia de nucleétidos de interés, en donde
preferiblemente dicho primer promotor, dicha primera secuencia intrénica que comprende al menos un sitio de
empalme donador, dicho segundo promotor y dicha segunda secuencia intronica que comprende al menos un
sitio de empalme aceptor estan todos configurados para estar operativamente enlazado a dicha secuencia de
nucleotidos opcional de interés.

[0010] Preferiblemente, dicho primer promotor tiene al menos un 50 % de identidad con los nucleétidos 1-969 de
la SEC ID n.°: 1 o los nucledtidos 1-614 de la SEC ID n.°: 2 en toda su longitud. Preferiblemente, una secuencia
de nucledtidos que comprende dicho primer promotor y dicha primera secuencia intrénica que comprende al
menos un sitio de empalme donador tiene al menos un 50 % de identidad con las SEC ID n.°: 1 o0 2 en toda su
longitud. Preferiblemente, dicho segundo promotor tiene al menos un 50 % de identidad de secuencia con la
SEC ID n.°: 57 o la SEC ID n.°: 58 en toda su longitud.

[0011] Preferiblemente, dicho constructo de acidos nucleicos es un constructo aislado. Preferiblemente, dicho
constructo de acidos nucleicos es un constructo de acidos nucleicos recombinante. Preferiblemente, dicha
secuencia de nucleétidos opcional de interés es una secuencia de nucledtidos que codifica una proteina o un
polipéptido de interés. Preferiblemente, dicha proteina o polipéptido de interés es una proteina o polipéptido
heterdlogo.

[0012] La presente invencion se refiere ademas a un vector de expresion que comprende un constructo de
acidos nucleicos o un constructo de acidos nucleicos recombinante tal como se define en el presente documento.

[0013] La presente invencion se refiere ademas a una célula que comprende un constructo de acidos nucleicos o
un constructo de acidos nucleicos recombinante tal como se define en el presente documento y/o un vector de
expresion tal como se define en el presente documento.

[0014] La presente invencion también se refiere a un uso de un constructo de acidos nucleicos o un constructo
de acidos nucleicos recombinante tal como se define en el presente documento y/o un vector de expresion tal
como se define en el presente documento y/o una célula tal como se define en el presente documento para la
transcripcion de una secuencia de nucleétidos de interés.

[0015] La presente invencion se refiere ademas a un uso de un constructo de acidos nucleicos o un constructo
de acidos nucleicos recombinante tal como se define en el presente documento y/o un vector de expresion tal
como se define en el presente documento y/o una célula tal como se define en el presente documento para la
expresion de una proteina o un polipéptido de interés.

[0016] La presente divulgacion se refiere ademas a un método para la transcripcién y opcionalmente a la
purificacién del transcrito producido que comprende los pasos de:

a) proporcionar un constructo de acidos nucleicos que comprende un elemento potenciador de la expresion,
un promotor heterdlogo y una secuencia de nucleétidos de interés de la divulgacion, en donde dicho
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elemento potenciador de la expresién y dicho promotor heterdlogo estan operativamente enlazados a dicha
secuencia de nucledtidos de interés; vy,

b) poner en contacto una célula con dicho constructo de acidos nucleicos para obtener una célula
transformada; y,

c) permitir que dicha célula transformada produzca un transcrito de la secuencia de nucleétidos de interés; y
opcionalmente

d) purificar dicha transcrito producido.

[0017] La presente divulgacion se refiere ademas a un método para expresar y opcionalmente purificar una
proteina o un polipéptido de interés que comprende el paso de:

a) proporcionar un constructo de acidos nucleicos que comprende un elemento potenciador de la expresion,
un promotor heterélogo y una secuencia de nucledtidos que codifica una proteina o un polipéptido de
interés, en el que dicho elemento potenciador de la expresiéon y dicho promotor heterélogo estan
operativamente enlazados a dicha secuencia de nucleétidos que codifica una proteina o un polipéptido de
interés; vy,

b) poner en contacto una célula con dicho constructo de acidos nucleicos para obtener una célula
transformada; y,

c) permitir que dicha célula transformada exprese la proteina o polipéptido de interés; y opcionalmente

d) purificar dicha proteina o polipéptido de interés.

[0018] Preferiblemente, dicho constructo de acidos nucleicos de dicho método de transcripcion y/o expresion y
opcionalmente de purificacion de un transcrito y/o proteina o polipéptido de interés comprende ademas un
elemento regulador adicional de la expresion operativamente enlazado a dicha secuencia de nucledtidos de
interés y/o dicha secuencia de nucledtidos que codifica una proteina o un polipéptido de interés. Preferiblemente,
dicho elemento regulador adicional de la expresiéon comprende una secuencia intrénica. Un elemento regulador
de expresidon adicional preferido comprende o es un elemento potenciador de expresion adicional. Mas
preferiblemente, dicho elemento regulador adicional de la expresidn comprende ademas un elemento
potenciador de la traduccion.

[0019] La presente divulgacion se refiere ademas a una molécula de acidos nucleicos que esta representada por
una secuencia de nucledtidos que comprende un elemento potenciador de la expresién de la divulgacion, es
decir, una secuencia de nucledtidos que tiene al menos un 50 % de identidad con las SEC ID n.%: 1 0 2 en toda
su longitud. En la tabla 1 se proporciona un resumen general de todos los n.° de SEC ID. Preferiblemente, dicha
molécula de acidos nucleicos es una molécula de acidos nucleicos aislada. Preferiblemente, dicha molécula de
acidos nucleicos o molécula de acidos nucleicos aislada estéd representada por una secuencia de nucleétidos
que tiene al menos un 50 % de identidad de secuencia con las SEC ID n.°: 1 o 2 en toda su longitud.
Preferiblemente, dicha molécula de acidos nucleicos o molécula de acidos nucleicos aislada esta representada
por una secuencia de nucleétidos que comprende una secuencia derivada del gen Cricetulus griseus para
poliubiquitina de como maximo 8000 nucleétidos. La presente invencion se refiere ademas a un constructo de
acidos nucleicos que comprende una molécula de acidos nucleicos de la invencion. Preferiblemente, dicho
constructo de acidos nucleicos esta representado por una secuencia de nucleétidos que comprende ademas un
promotor heterdélogo, en el que preferiblemente dicho elemento potenciador de la expresion y dicho promotor
heterélogo estan configurados para estar los dos operativamente enlazados a una secuencia de nucledtidos
opcional de interés. Preferiblemente, dicho constructo de acidos nucleicos comprende ademas un elemento
regulador adicional de la expresion, en donde preferiblemente dicho elemento potenciador de la expresion, dicho
promotor heterélogo y dicho elemento regulador adicional de la expresion estan configurados para estar todos
operativamente enlazados a dicha secuencia de nucledtidos opcional de interés. Preferiblemente, dicho
elemento regulador adicional de la expresion comprende ademas un elemento potenciador de la traduccion.
Preferiblemente, dicho elemento regulador adicional de la expresion comprende una secuencia intrénica.
Preferiblemente, dicha secuencia de nucledtidos opcional de interés es una secuencia de nucleétidos que
codifica una proteina o un polipéptido de interés. Preferiblemente, dicha proteina o polipéptido de interés es una
proteina o polipéptido heterdlogo.

[0020] Preferiblemente, dicho constructo de acidos nucleicos es un constructo de acidos nucleicos recombinante
y/o aislado.

[0021] La presente invencion se refiere ademas a un vector de expresion que comprende una molécula de
acidos nucleicos o una molécula de acidos nucleicos aislada tal como se define en el presente documento, y/o
un constructo de acidos nucleicos o un constructo de acidos nucleicos recombinante y/o aislado tal como se
define en el presente documento.

[0022] La presente invencion se refiere ademas a una célula que comprende una molécula de acidos nucleicos o
una molécula de acidos nucleicos aislada tal como se define en el presente documento, y/o un constructo de
acidos nucleicos o un constructo de acidos nucleicos recombinante tal como se define en el presente documento,
y/o un vector de expresioén tal como se define en el presente documento.
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[0023] La presente invencién también se refiere al uso de una molécula de acidos nucleicos o una molécula de
acidos nucleicos aislada tal como se define en el presente documento, y/o un constructo de acidos nucleicos o
un constructo de acidos nucleicos recombinante y/o aislado tal como se define en el presente documento, y/o un
vector de expresion tal como se define en el presente documento y/o una célula tal como se define en el
presente documento para la transcripcion de una secuencia de nucleétidos de interés.

[0024] La presente invencion se refiere ademas a un uso de una molécula de acidos nucleicos o una molécula de
acidos nucleicos aislada tal como se define en el presente documento, y/o un constructo de acidos nucleicos o
un constructo de acidos nucleicos recombinante y/o aislado tal como se define en el presente documento, y/o un
vector de expresion tal como se define en el presente documento y/o una célula tal como se define en el
presente documento para la expresion de una proteina o un polipéptido de interés.

Descripcion de la invencion.

[0025] Los inventores identificaron un constructo de expresiéon para aumentar la expresion de una proteina o un
polipéptido de interés. El constructo de expresién de la invencion se caracteriza por dos promotores
operativamente enlazados a una secuencia codificante de una proteina o un polipéptido de interés. Un
constructo de expresion de la invencién tipicamente comprende un primer promotor seguido de un segundo
promotor, una secuencia codificante de la proteina o polipéptido de interés y una secuencia de poliadenilacion,
en donde dicho segundo promotor esta flanqueado por secuencias intrénicas. Dicho promotor flanqueado por
secuencias intronicas se denomina en este documento promotor intrénico. Se pueden insertar secuencias
reguladoras de la expresién adicionales aguas arriba y aguas abajo de dichos primer y/o segundo promotor y/o
aguas abajo de la secuencia de poliadenilacion. Los inventores descubrieron sorprendentemente que un
constructo de expresion de la invencion que comprende un promotor seguido de un promotor intrénico
operativamente enlazado a una secuencia codificante de una proteina o un polipéptido de interés, da como
resultado un aumento significativo en la expresiéon de dicha proteina o polipéptido de interés en comparacion con
un constructo de expresion que comprende solo un promotor operativamente enlazado a dicha secuencia de
codificacion. Los inventores han descubierto que la expresidon de proteinas en principio pobremente expresadas
aumenta a niveles apreciables cuando se usa la combinacidon de un promotor y un promotor intrénico de la
invencion en lugar de un Unico promotor en un constructo de expresion que codifica estas proteinas, como se
muestra en los ejemplos, mas especificamente en el ejemplo 1. La combinacién de un promotor y un promotor
intrénico de la invencién en un constructo de expresion para una proteina en principio pobremente expresada
facilita la generacion de lineas clonales y permite la generacion de lineas clonales con niveles de expresion
aumentados y relevantes, como se muestra en los ejemplos, mas especificamente en el ejemplo 3. Ademas, la
expresion de proteinas en principio altamente expresadas se incrementa aun mas cuando se usa la combinacion
de un promotor y un promotor intrénico de la invencién en lugar de un unico promotor en un constructo de
expresion que codifica estas proteinas, como se muestra en los ejemplos, mas especificamente en el ejemplo 5.
Ademas, se encontré un aumento en la cantidad total de ARNm y en la expresién medido en el nivel de proteina
tal como se detalla a continuacién en el presente documento y se muestra en los ejemplos adjuntos. Ademas, el
porcentaje de lineas celulares de alto productor en un grupo transfectado de manera estable es
significativamente mayor en comparacién con los grupos con un unico promotor operativamente enlazado a la
secuencia codificante. Ya que la secuencia de nucleétidos de la invenciéon que comprende tanto un promotor
como un promotor intrénico operativamente enlazados a una secuencia de nucledtidos de interés da como
resultado un aumento en la transcripcion, la presente invencion no se limita al uso de esta secuencia en la
expresion de proteinas y/o polipéptidos y/o en la produccién de proteinas y/o polipéptidos, sino que extiende al
uso de esta combinacion de un promotor y un promotor intrénico en métodos en los que se desean niveles mas
altos de transcripcion, por ejemplo, en métodos para producir transcriptos de ARN no codificantes tal como se
especifica adicionalmente en este documento. Ademas, un beneficio adicional de la invencién es que, aparte de
un aumento en el nivel de transcripcién y/o un incremento en el nivel de expresién de la proteina o polipéptido de
interés, la invencion permite que se formen diferentes transcritos tal como se muestra mas detalladamente en el
presente documento.

[0026] Los inventores identificaron un elemento potenciador de la expresion para aumentar la expresién de una
proteina o un polipéptido de interés. La presente divulgacion se refiere a dicho elemento potenciador de la
expresion. La aplicacion del elemento potenciador de la expresion de la divulgacion en un constructo de
expresion que comprende ademas un promotor heterlogo operativamente enlazado a una secuencia que
codifica una proteina o un polipéptido de interés, da como resultado un marcado aumento en la expresiéon de
dicha proteina o polipéptido de interés en comparacién con dicha expresién usando un constructo de expresion
similar que solo difiere del constructo de expresion anterior en que el elemento potenciador de la expresion de la
divulgacion esta ausente. Los inventores han encontrado que la expresion de proteinas en principio pobremente
expresadas aumenta a niveles apreciables después de la insercidon del elemento en un constructo de expresion
que codifica estas proteinas tal como se muestra en los ejemplos, mas especificamente en el ejemplo 1. La
insercion del elemento potenciador de la expresion en un constructo de expresion para una proteina en principio
pobremente expresada facilita la generacion de lineas clonales y permite la generaciéon de lineas clonales con
niveles de expresion relevantes, como se muestra en los ejemplos, mas especificamente en el ejemplo 3.
Ademas, la expresion de proteinas en principio altamente expresadas se incrementa aun mas después de la
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insercion del elemento en un constructo de expresidon que codifica estas proteinas tal como se muestra en los
ejemplos, mas especificamente en el ejemplo 5. Ademas, se encontré un aumento en la cantidad total del nivel
de ARNm y/o en la expresién medido en el nivel de proteina tal como se detalla a continuacion en el presente
documento y se muestra en los ejemplos adjuntos. Ya que el elemento potenciador de la expresion de la
divulgacion puede dar como resultado un aumento en la transcripcion, la presente divulgacion no se limita al uso
de este elemento en la expresion de proteinas y/o polipéptidos y/o la produccion de proteinas y/o polipéptidos,
sino que se extiende al uso de este elemento en métodos donde se desean niveles mas altos de transcripto, por
ejemplo, en métodos para producir transcripciones de ARN no codificantes tal como se especifica mas adelante
en este documento.

Primer aspecto

[0027] En un primer aspecto, la presente invencion proporciona un constructo de acidos nucleicos para aumentar
la transcripcion y/o expresién, que comprende un primer promotor y un segundo promotor, que estan
configurados para estar ambos operativamente enlazados a una secuencia de nucleétidos opcional de interés
dentro de un constructo de expresion. «Opcional» se entiende en el presente documento como no
necesariamente presente en un constructo de expresién. Por ejemplo, dicha secuencia de nucledtidos de interés
no necesita estar presente en un vector de expresion comercializado, sino que una persona experta en la técnica
puede introducirla facilmente antes de usarla en un método de la invencion.

[0028] Preferiblemente, dentro de este primer aspecto, dicho constructo de nucledtidos de la invencién que
comprende un primer promotor y un segundo promotor es capaz de aumentar la transcripcion de una secuencia
de nucledtidos de interés que esta bajo el control de dichos primer promotor y segundo promotor.
Alternativamente o en combinacién con la transcripcién incrementada, dicho constructo de nucleétidos también
es preferiblemente capaz de aumentar la expresion de una proteina o un polipéptido de interés codificado por
dicha secuencia de nucleétidos de interés. Preferiblemente, los niveles de transcripcion se evalian en un
sistema de expresion usando un constructo de expresion que comprende dichos primer promotor y segundo
promotor operativamente enlazados a una secuencia de nucleétidos de interés usando un ensayo adecuado tal
como RT-gPCR. Preferiblemente, dentro de este primer aspecto, el constructo de nucleétidos de la invencion
que comprende el primer promotor y el segundo promotor de la invencion permite un aumento en la transcripcion
de al menos un 5 %, un 10 %, un 15 %, un 20 %, un 30 %, un 40 %, un 50%, un 60 %, un 70 %, un 80 %, un 90
%, un 100 %, un 200 %, un 300 %, un 500 %, un 1000 %, un 1500 % o un 2000 % de dicha secuencia de
nucleétidos de interés en comparacion con la transcripcion que usa un constructo que solo difiere en que la
secuencia de nucleotidos de interés esta bajo el control de un Unico promotor, preferiblemente cuando se ensaya
en un sistema como se muestra en los ejemplos que se incluyen en el presente documento. Mas
especificamente, la transcripcion de una secuencia de nucleétidos de interés que codifica fosfatasa alcalina
secretada (SeAP) se mide preferiblemente en un sistema celular de mamifero, mas preferiblemente en células
CHO, usando un vector de expresiéon ADNpc3.1 que comprende un primera secuencia promotora y una segunda
secuencia promotora que se van a ensayar operativamente enlazadas a dicha secuencia de nucleétidos de
interés. La transcripcion se mide preferiblemente usando RT-qPCR vy los niveles de transcripcion se comparan
con los niveles de transcripcion de dicha secuencia de nucledtidos de interés que se miden en las mismas
condiciones, excepto que dichos primer promotor y segundo promotor se reemplazan por un Unico promotor,
preferiblemente un promotor de CMV representado por la SEC ID n.%: 57, en el vector de expresion utilizado.

[0029] Preferiblemente, dentro de este primer aspecto, los niveles de expresion se establecen en un sistema de
expresion usando un constructo de expresion que comprende dichos primer promotor y segundo promotor
operativamente enlazados a una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina o un polipéptido de interés.
Preferiblemente, dicha proteina o polipéptido de interés es una proteina o un polipéptido secretado y la expresién
de dicha proteina o polipéptido de interés se detecta mediante un ensayo adecuado tal como un ensayo de
inmunoabsorcion ligada a enzimas (ELISA), una transferencia de Western o, dependiendo de la identidad de la
proteina o polipéptido de interés, cualquier ensayo de identificacion y/o cuantificacién de proteinas adecuado
conocido por el experto en la técnica. Preferiblemente, el primer promotor y el segundo promotor de la invencion
permiten un aumento en la expresion de proteinas o polipéptidos de al menos un 5 %, un 10 %, un 15 %, un
20 %, un 30 %, un 40 %, un 50%, un 60 %, un 70 %, un 80 %, un 90 %, un 100 %, un 200 %, un 300 %, un 500
%, un 1000 %, un 1500 % o un 2000 % en comparacion con la expresion de dicha proteina o polipéptido que usa
un constructo que solo difiere en que la secuencia de codificacion de la proteina o polipéptido de interés esta
bajo el control de un Unico promotor, preferiblemente cuando se ensaya en un sistema como se muestra en los
ejemplos que se incluyen en el presente documento. Mas especificamente, la expresién de la secuencia de
nucledtidos de interés que codifica fosfatasa alcalina secretada (SeAP) se mide en un sistema celular de
mamifero, mas preferiblemente en células CHO, usando un vector de expresion ADNpc3.1 que comprende un
primera secuencia promotora y una segunda secuencia promotora que se van a ensayar operativamente
enlazadas a dicha secuencia de nucledtidos de interés. La expresion se mide preferiblemente midiendo la
conversion de cualquier sustrato de fosfatasa alcalina adecuado y los niveles de expresion se comparan con los
niveles de expresion de dicha secuencia de nucleétidos de interés que se miden en las mismas condiciones,
excepto que el vector de expresion solo difiere en que dichos primer promotor y segundo promotor son
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reemplazados por un unico promotor, preferiblemente un promotor de CMV representado por la SEC ID n.%: 57,
en el vector de expresion utilizado.

[0030] Preferiblemente, dentro de dicho primer aspecto, el aumento de la expresién de proteinas o polipéptidos
es independiente del niumero de copias segun lo establecido por un ensayo adecuado para determinar la
dependencia del numero de copias realizado por una persona experta tal como, por ejemplo, un ensayo Tagman
triplex tal como se detalla adicionalmente en el ejemplo 4 de la presente invencion.

[0031] Preferiblemente, dentro de dicho primer aspecto, dicho primer promotor esta ubicado aguas arriba o en el
sitio 5 'de dicho segundo promotor. Preferiblemente, dicho segundo promotor tal como se define en el presente
documento deberia estar desprovisto de elementos de secuencia que actuaran como terminadores de la
transcripcion. Los terminadores de la transcripcion bien conocidos por los expertos en la técnica son secuencias
que pueden dar como resultado la terminacion prematura de la transcripcion, como por ejemplo, estructuras de
horquilla estables, secuencias repetidas tales como repeticiones terminales largas (LTR) o repeticiones Alu,
motivos de poliadenilacion y elementos transponibles

[0032] Dentro del contexto del primer aspecto de la invencion, un promotor es un promotor capaz de iniciar la
transcripcion en la célula huésped elegida. Los promotores tal como se usan en el presente documento incluyen
promotores especificos de tejido, preferidos de tejido, especificos del tipo de célula, inducibles y constitutivos, tal
como se define en el presente documento en la seccién Definiciones. Los promotores que pueden estar
comprendidos dentro de dichos primer o segundo promotor tal como se define en el presente documento son
promotores que pueden emplearse en la transcripcion de secuencias de nucleétidos de interés y/o la expresion
de proteinas o polipéptidos de interés, preferiblemente en células de mamifero, e incluyen, entre otros, el
promotor de citomegalovirus (CMV) humano o murino, un promotor del virus del simio (SV40), un promotor de
ubiquitina C (UBC) humana o de raton, un promotor del factor de elongacion alfa (EF1-a) humano, de ratén o de
rata, un promotor de beta-actina de ratéon o hamster o un promotor de hamster rpS21. Los elementos de
respuesta de Tet-Off y Tet-On aguas arriba de un promotor minimo tal como un promotor de CMV son un
ejemplo de promotor inducible de mamifero. Ejemplos de promotores adecuados de levadura y hongos son el
promotor Leu2, el promotor de galactosa (Gall o Ga17), el promotor de alcohol deshidrogenasa | (ADH1), el
promotor de glucoamilasa (Gla), el promotor de triosa fosfato isomerasa (TPI), el factor de elongacion de
traduccion EF-1 alfa (TEF2), el promotor de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (gpdA), promotor de la
alcohol oxidasa (AOX1) o el promotor de la glutamato deshidrogenasa (gdhA). Un ejemplo de un promotor
ubicuo fuerte para la expresion en plantas es el promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV).

[0033] En una realizacién dentro de dicho primer aspecto, dichos primer promotor y segundo promotor son
promotores similares. Preferiblemente, dicho primer promotor tiene al menos un 20 %, un 25 %, un 30 %, un
35 %, un 40 %, un 45 %, un 50 %, un 55 %, un 60 %, un 65 %, un 70 %, un 75 %, un 80 %, un 85 %, un 90 %,
un 91 %, un 92 %, un 93 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %, un 97 %, un 98 %, un 99 % o un 100 % de identidad
con dicho segundo promotor.

[0034] En otra realizacion dentro de dicho primer aspecto, dichos primer promotor y segundo promotor son
promotores distintos o diferentes. Preferiblemente, dicho primer promotor tiene menos de un 80 %, un 75 %, un
70 %, un 65 %, un 60 %, un 55 %, un 50 %, un 45 %, un 40 %, un 35 %, un 30 %, un 25 %, un 20 %, un 15 %,
un 10 % o un 5 % de identidad de secuencia con dicho segundo promotor.

[0035] En una realizacion preferida dentro de dicho primer aspecto, dicha primera secuencia promotora
comprende o consta de un promotor de UBC o un promotor de CCT8 y dicho segundo promotor comprende o
consta de un promotor de CMV, o viceversa. Preferiblemente, dicho primer promotor comprende o consta de una
secuencia que tiene al menos un 50 %, un 55 %, un 60 %, un 65 %, un 70 %, un 75 %, un 80 %, un 85 %, un
90 %, un 91 %, un 92 %, un 93 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %, un 97 %, un 98 %, un 99 % o un 100 % de
identidad con los nucleétidos 1-969 de la SEC ID n.°: 1 o con los nucleétidos 1-614 de la SEC ID n.% 2.
Preferiblemente, dicho segundo promotor comprende o consta de una secuencia que tiene al menos un 50 %, un
55 %, un 60 %, un 65 %, un 70 %, un 75 %, un 80 %, un 85 %, un 90 %, un 91 %, un 92 %, un 93 %, un 94 %,
un 95 %, un 96 %, un 97 %, un 98 %, un 99 % o un 100 % de identidad con la SEC ID n.°: 58, o preferiblemente
con la SEC ID n.°: 57. Se prefiere dentro de dicho primer aspecto una secuencia de nucleétidos de la invencién
en la que dicho primer promotor comprende o consta de una secuencia que tiene al menos un 50 %, un 55 %, un
60 %, un 65 %, un 70 %, un 75 %, un 80 %, un 85 %, un 90 %, un 91 %, un 92 %, un 93 %, un 94 %, un 95 %,
un 96 %, un 97 %, un 98 %, un 99 % o un 100 % de identidad con los nucledtidos 1-969 de la SEC ID n.%: 1y
dicho segundo promotor comprende o consta de una secuencia que tiene al menos un 50 %, un 55 %, un 60 %,
un 65 %, un 70 %, un 75 %, un 80 %, un 85 %, un 90 %, un 91 %, un 92 %, un 93 %, un 94 %, un 95 %, un 96
%, un 97 %, un 98 %, un 99 % o un 100 % de identidad con la SEC ID n.°: 57.
También se prefiere dentro de dicho primer aspecto una secuencia de nucleétidos de la invencién en la que
dicho primer promotor comprende o consta de una secuencia que tiene al menos un 50 %, un 55 %, un 60 %, un
65 %, un 70 %, un 75 %, un 80 %, un 85 %, un 90 %, un 91 %, un 92 %, un 93 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %,
un 97 %, un 98 %, un 99 % o un 100 % de identidad con los nucledtidos 1-614 de la SEC ID n.%: 2 y dicho
segundo promotor comprende o consta de una secuencia que tiene al menos un 50 %, un 55 %, un 60 %, un 65
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%, un 70 %, un 75 %, un 80 %, un 85 %, un 90 %, un 91 %, un 92 %, un 93 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %, un
97 %, un 98 %, un 9 % o un 100 % de identidad con la SEC ID n° 57.
También se prefiere dentro de dicho primer aspecto una secuencia de nucledtidos de la invencién en la que
dicho primer promotor comprende o consta de una secuencia que tiene al menos un 50 %, un 55 %, un 60 %, un
65 %, un 70 %, un 75 %, un 80 %, un 85 %, un 90 %, un 91 %, un 92 %, un 93 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %,
un 97 %, un 98 %, un 99 % o un 100 % de identidad con la SEC ID n.°: 58, o preferiblemente con la SEC ID n.°:
57 y en donde dicho segundo promotor comprende o consta de una secuencia que tiene al menos un 50 %, un
55 %, un 60 %, un 65 %, un 70 %, un 75 %, un 80 %, un 85 %, un 90 %, un 91 %, un 92 %, un 93 %, un 94 %,
un 95 %, un 96 %, un 97 %, un 98 %, un 99 % o un 100 % de identidad con los nucleétidos 1-969 de la SEC ID
n.° 1 o] con los nucleétidos 1-614 de la SEC ID n.° 2.
Preferiblemente dentro de dicho primer aspecto una secuencia de nucleétidos de la invenciéon en la que dicho
primer promotor comprende o consta de una secuencia que tiene al menos un 50 %, un 55 %, un 60 %, un 65 %,
un 70 %, un 75 %, un 80 %, un 85 %, un 90 %, un 91 %, un 92 %, un 93 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %, un 97%,
un 98 %, un 99 % o un 100 % de identidad con la SEC ID n.°: 57 y dicho segundo promotor comprende o consta
de una secuencia que tiene al menos un 50 %, un 55 %, un 60 %, un 65 %, un 70 %, un 75 %, un 80 %, un
85 %, un 90 %, un 91 %, un 92 %, un 93 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %, un 97 %, un 98 %, un 99 % o un 100 %
de identidad con los nucledtidos 1-969 de la SEC ID n.°: 1. También se prefiere una secuencia de nuclettidos de
la invencion en la que dicho primer promotor comprende o consta de una secuencia que tiene al menos un 50 %,
un 55 %, un 60 %, un 65 %, un 70 %, un 75 %, un 80 %, un 85 %, un 90 %, un 91 %, un 92 %, un 93 %, un
94 %, un 95 %, un 96 %, un 97 %, un 98 %, un 99 % o un 100 % de identidad con la SEC ID n.°: Preferiblemente
y dicho segundo promotor comprende o consta de una secuencia que tiene al menos un 50 %, un 55 %, un
60 %, un 65 %, un 70 %, un 75 %, un 80 %, un 85 %, un 90 %, un 91 %, un 92 %, un 93 %, un 94 %, un 95 %,
un 96 %, un 97 %, un 98 %, un 99 % o un 100 % de identidad con los nucleétidos 1-614 de la SEC ID n.°: 2.

[0036] Debe entenderse que dentro de dicho primer aspecto, dichos primer promotor y/o segundo promotor no
constan solo de una secuencia potenciadora del promotor, tal como una secuencia seleccionada del grupo que
consta de las SEC ID n.%: 52-54. Preferiblemente, dichos primer promotor y segundo promotor no constan solo
de una secuencia potenciadora del promotor, tal como una secuencia seleccionada del grupo que consta de las
SEC ID n.°: 52-54. Preferiblemente, una secuencia de nucleétidos de la invencién no comprende o no consta de
las SEC ID n.°: 55 0 56.

[0037] En una realizacion preferida dentro de dicho primer aspecto, dicho segundo promotor esta flanqueado por
una primera secuencia intronica en el sitio 5' o aguas arriba de dicho segundo promotor y una segunda
secuencia intronica en el sitio 3' o aguas abajo de dicho segundo promotor. Estar «flanqueado» se entiende aqui
como estar posicionado entre dichas secuencias indicadas opcionalmente separadas por 1-50, 1-60, 1-70, 1-80,
1-90, 1-100, 1-200, 1-300, 1-400, 1-500, 1-600, 1-700, 1-800, 1-900, 1-1000, 1-5000 o 1-100 000 nucledtidos,
entendiéndose que estos nucledtidos abarcan la 5'-UTR. Se entiende que una secuencia intrénica es al menos
parte de la secuencia de nucleétidos de un intron. Preferiblemente, dicha primera secuencia intrénica en el sitio
5' 0 aguas arriba de dicho segundo promotor comprende al menos un sitio de empalme donador o sitio de
empalme GT. Un sitio de empalme donador se entiende en el presente documento como un sitio de empalme
que, cuando se combina con un sitio de empalme aceptor tal como se define en el presente documento, da como
resultado la formacién de un intron seguin se define en la seccién Definicion. Preferiblemente, una secuencia de
nucledtidos es un intrén si al menos un 2 %, un 5 %, un 10 %, un 15 %, un 20 %, un 30 %, un 40 %, un 50 %, un
60 %, un 70 %, un 80 %, un 90 % o un 100 % del ARN primario pierde esta secuencia mediante empalme de
ARN usando un ensayo adecuado para detectar el empalme de intrones, como por ejemplo, entre otros, la
reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) seguido de un analisis de tamafio o
secuencia de la RT-PCR. Los sitios de empalme donadores preferidos de la invencion son M-W-G-[corte]-G-T-R-
A-G-K o M-A-R-[corte]-G-T-R-A-G-K en caso de que la célula huésped sea una célula de mamifero, AG-[corte]-
G-T-A-W-K en caso de que la célula huésped sea una célula vegetal, [corte]-G-T-A-W-G-T-T en caso de que la
célula huésped sea una célula de levadura y RG-[corte]-G-T-R-A-G, en caso de que la célula huésped sea una
célula de insecto. «[corte]» debe entenderse aqui como el sitio de corte especifico donde se realizara el
empalme. El empalme de intrones se puede evaluar funcionalmente usando un ensayo segun se detalla en la
seccion Definicion bajo «intrén». Mas preferiblemente, el sitio de empalme donador comprendido dentro de la
primera secuencia intronica de la invencion es C-T-G- [corte]-G-T-G-A-G-G o A-A-A- [corte]-G-T-G-A-G-G.
Preferiblemente, dicha primera secuencia intrénica consta de dicho sitio de empalme donador o sitio de empalme
GT. Preferiblemente, dicha primera secuencia intrénica comprende un Unico sitio de empalme donador tal como
se define en el presente documento. Preferiblemente, dicha primera secuencia intrénica esta libre de un sitio de
empalme aceptor tal como se define mas adelante en el presente documento.

[0038] Preferiblemente, dentro de dicho primer aspecto, dicha segunda secuencia intrénica en el sitio 3' o aguas
abajo de dicho promotor comprende al menos un sitio de empalme aceptor que se entiende aqui como el sitio de
empalme AG precedido preferiblemente por una secuencia rica en pirimidina o una secuencia de nucleétidos del
tracto de polipirimidina, opcionalmente separado del sitio de empalme AG por 1-50 nucleétidos, y que
opcionalmente comprende ademas un sitio de ramificaciéon que comprende la secuencia Y-T-N-A-Y, en el sitio 5'
de la secuencia de nucledtidos del tracto de polipirimidina, en donde el sitio de ramificacion puede tener la
secuencia de nucledtidos C-Y-G-A-C. Un sitio de empalme aceptor se entiende en el presente documento como

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2780 692 T3

un sitio de empalme que, cuando se combina con un sitio de empalme donador incluido dentro de un constructo,
da como resultado la formacion de un intrén tal como se define en la seccién Definicion. Preferiblemente, el sitio
de empalme aceptor o el sitio de empalme AG tienen la secuencia [Y-rico] -N-Y-A-G- [corte]. Preferiblemente, el
sitio de empalme aceptor o sitio de empalme AG tienen la secuencia [Y-rico]-N-Y-A-G-[corte]-R en caso de que
la célula huésped sea una célula de mamifero, [Y-rico]-D-Y-A-G-[corte]-R o [Y-rico]-DY-A-G-[corte]-R-W en caso
de que la célula huésped sea una célula vegetal, [Y-rico]-A-Y-A-G-[corte] en caso de que la célula huésped sea
una célula de levadura y [Y-rico]-N-Y-A-G-[corte] en caso de que la célula huésped sea una célula de insecto.
«[Y-rico]» debe entenderse aqui como el tracto de polipirimidina que se define preferiblemente como una
secuencia consecutiva de al menos 10 nucledtidos que comprende al menos 6, 7, 8, 9 o preferiblemente 10
nucledtidos de pirimidina. Preferiblemente, dicho sitio de empalme aceptor o sitio de empalme GT tiene la
secuencia Y-A-G-[corte]-R. Preferiblemente, dicha segunda secuencia intrénica comprende un unico sitio de
empalme aceptor. En una realizacion, dicha segunda secuencia intronica esta libre de un sitio de empalme
donador tal como se define en el presente documento. En una realizacién alternativa, dicha segunda secuencia
intrénica comprende tanto un sitio de empalme donador como un sitio de empalme aceptor tal como se define en
el presente documento. Mas preferiblemente, dicha segunda secuencia intrénica es un intrén tal como se define
en la seccion Definicion. Preferiblemente, el segundo promotor y las secuencias intrénicas que flanquean al
segundo promotor estan configurados para formar un promotor intrénico (se hace referencia a la figura 1). Un
promotor intrénico es conocido por una persona experta en la técnica como un promotor ubicado dentro de una
secuencia intrénica. Preferiblemente, dicho promotor intrénico es un intrén tal como se define en la seccion
Definicién. Preferiblemente, los limites del promotor intrénico de la presente invencion estan formados por el sitio
de empalme donador de la secuencia intrénica en el sitio 5' 0 aguas arriba del segundo promotor de la invencion
y el sitio de empalme aceptor de la secuencia intronica en el sitio 3' 0 aguas abajo del segundo promotor de la
invencion. El promotor intrénico de la invencién puede tener una longitud que sea comparable o similar a los
intrones de origen natural, preferiblemente comparable o similar a los intrones de origen natural en la célula u
organismo huésped tal como se define en el presente documento. Preferiblemente, dicho promotor intrénico tal
como se define en el presente documento tiene como maximo 12 000 nucleétidos de longitud. Preferiblemente,
dicha primera secuencia intronica en el sitio 5' 0 aguas arriba de dicho segundo promotor esta ubicada en el sitio
3' 0 aguas abajo de dicho primer promotor. Preferiblemente, el primer promotor y el segundo promotor, las
secuencias intrénicas que flanquean al segundo promotor y una secuencia de nucleétidos que codifica una
proteina o un polipéptido de interés estan configurados de tal manera que el primer promotor esté aguas arriba
del segundo promotor, en donde el segundo promotor esta flanqueado por dichas secuencias intrénicas para
formar un promotor intrénico, y en donde dichos primer promotor y segundo promotor estan configurados para
estar tanto aguas arriba como operativamente enlazados a la secuencia de nucleétidos que codifica una proteina
o un polipéptido de interés (figura 1). EI promotor intrénico puede comprender mas elementos potenciadores de
la expresion, pero preferiblemente el promotor intronico esta libre de sitios de empalme adicionales ademas de
los sitios de empalme donador y aceptor tal como se define en el presento documento dentro de la primera y
segunda secuencias intronicas tal como se define en el presente documento. Preferiblemente, una o mas
secuencias potenciadoras de la expresion estan comprendidas dentro de dicho primer y/o dicho segundo
promotor. Sin querer estar sujeto a ninguna teoria, la transcripcién que comienza desde cualquiera de los dos
promotores puede dar como resultado diferentes transcritos (pre-ARNm) que, al empalmar, dan como resultado
diferentes ARNm tal como se ilustra en la figura 1. En apoyo de esta teoria, los inventores descubrieron que se
forman diferentes transcritos usando un constructo de la invencion (a este respecto se hace referencia a la figura
1, el ejemplo 8 y la figura 10). Ademas, se encuentra que la actividad aumentada se ve severamente disminuida
por la mutacién de 4 nucleétidos en el promotor intrénico que evita el empalme intrénico correcto (a este
respecto se hace referencia a la figura 9 y al ejemplo 7), lo que apoya también la teoria de que ambos
promotores estan activos en el constructo. Por lo tanto, un beneficio adicional de la invencién es que, aparte de
un aumento en la transcripcion de la secuencia de nucleétidos de interés y/o un aumento en el nivel de expresion
de la proteina o el polipéptido de interés, la invencion permite que se formen diferentes transcritos. Los
«diferentes transcritos» se entienden aqui como transcritos que son estructuralmente diferentes o distintos, es
decir, que tienen una secuencia de nucleétidos diferente o distinta. Por lo tanto, un beneficio adicional de la
invencion es dirigir o redirigir el empalme de una secuencia de nucleétidos de interés. Dependiendo de la
ubicacion de los sitios de empalme intrénico, los transcritos pueden tener una secuencia UTR diferente o distinta
y/o una secuencia codificante diferente o distinta. También es posible que solo se forme un tipo de transcrito, p.
€j., en caso de que las secuencias 5'-UTR de dichas primera y segunda secuencias intrénicas sean las mismas.
La evaluacion de si se forman diferentes transcritos se puede hacer usando cualquier método adecuado
conocido por la persona experta en la técnica, tal como, entre otros, la amplificaciéon rapida de extremos de
ADNCc con reaccion en cadena de polimerasa (RACE-PCR).

[0039] Preferiblemente, dentro de dicho primer aspecto, dicha primera secuencia intrénica en el sitio 5' o aguas
arriba de dicho segundo promotor, tiene al menos un 80 %, un 90 %, un 91 %, un 92 %, un 93 %, un 94 %, un 95
%, un 96 %, un 97 %, un 98 %, un 99 % o un 100 % de identidad de secuencia con los nucleétidos 970-1449 de
la SEC ID n.°: 1 0 al menos un 80 %, un 90 %, un 91 %, un 92 %, un 93 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %, un 97 %,
un 98 %, un 99 % o un 100 % de identidad de secuencia con los nucleétidos 667-1228 de SEC ID n.°: 2, que
comprende preferiblemente al menos un sitio de empalme donador o sitio de empalme GT.

[0040] Preferiblemente, dentro de dicho primer aspecto, dicha secuencia intrénica aguas abajo o en el sitio 3 'de
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dicho segundo promotor comprende una secuencia de nucleétidos que tiene al menos un 80 %, un 90 %, un 91
%, un 92 %, un 93 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %, un 97 %, un 98 %, un 99 % o un 100 % de identidad de
secuencia con los nucledtidos 171-277 de la SEC ID n.°: 14, los nucledtidos 171-274 de la SEC ID n.%: 19, los
nucleodtidos 133-210 de la SEC ID n.°: 20, los nucledtidos 134-211 de la SEC ID n.°: 21, los nucleédtidos 134-226
de la SEC ID n.°: 22, los nucledtidos 134-226 de la SEC ID n.°: 23, los nucledtidos 133-225 de la SEC ID n.°: 24,
los nucledtidos 134-226 de la SEC ID n.°: 25, los nucledtidos 146-257 de la SEC ID n.°: 26 o los nucledtidos 147-
223 de la SEC ID n.°: 27, que comprende preferiblemente al menos un sitio de empalme aceptor AG precedido
por una secuencia de nucleotidos rica en TC, opcionalmente separada del sitio de empalme AG por 1-50
nucleodtidos y un sitio de ramificacion que comprende la secuencia Y-T-N-A-Y o C-Y-G-A-C, en el sitio 5' de la
secuencia de nucledtidos rica en TC.

[0041] En una realizacion preferida dentro de dicho primer aspecto, dicho primer promotor esta flanqueado en su
sitio 3' por dicha primera secuencia intrénica. En una realizaciéon, dicho primer promotor y dicha primera
secuencia intronica no estan alineadas en la naturaleza sino alineadas en un constructo de la invencion mediante
recombinacion. En otra realizacién, dicha secuencia que comprende dicho primer promotor flanqueado en su
sitio 3' por dicha primera secuencia intrénica se deriva de una secuencia de origen natural. En una realizacion
preferida, dicha secuencia de nucleétidos que comprende tanto un primer promotor como una primera secuencia
intronica segun la presente invencién es una secuencia derivada del gen de ubiquitina UBC. Preferiblemente,
dicha secuencia se deriva de un gen de ubiquitina UBC de mamifero. Mas preferiblemente, dicha secuencia de
nucleétidos que comprende tanto un primer promotor como una primera secuencia intronica segun la presente
invencion se deriva del gen Cricetulus griseus homélogo del gen de ubiquitina UBC humana, dicho gen se indica
como gen Cricetulus sp. para poliubiquitina o CRUPUQ (GenBank D63782). En una realizacién preferida, dicha
secuencia de nucledtidos derivada de CRUPUQ comprende tanto un primer promotor como una primera
secuencia intrénica de la invencién y es una secuencia contigua de al menos 500, 600, 700, 800, 900, 1000 o
1117 de longitud, preferiblemente al menos 1449 nucleétidos de longitud de la SEC ID n.°: 1. Preferiblemente,
dicha secuencia de nucledtidos tiene al menos un 50 %, un 51 %, un 52 %, un 53 %, un 54 %, un 55 %, un 56 %,
57 %, un 58 %, un 59 %, un 60 %, un 65 %, un 70 %, un 75 %, un 80 %, un 85 %, un 90 %, un 91 %, un 92 %,
un 93 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %, un 97 %, un 98 %, un 99 % o un 100 % de identidad con la SEC ID n.°: 1
tiene como maximo 8000 7000, 6000, 5000, 4000, 3000, 2000, 1900, 1800, 1700, 1600, 1500 o 1449 de longitud.
Mas preferiblemente, dicha secuencia tiene 1449 nucledtidos de longitud. Preferiblemente, dicha secuencia de
nucleédtidos tiene como méaximo 8000, 7000, 6000, 5000, 4000, 3000, 2000, 1900, 1800, 1700, 1600, 1500 o
1449 nucleétidos de longitud y tiene al menos un 65 % de identidad con la SEC ID n.°: 1 en toda su longitud.
Preferiblemente, dicha secuencia de nucleétidos tiene como méaximo 8000, 7000, 6000, 5000, 4000, 3000, 2000,
1900, 1800, 1700, 1600, 1500 o 1449 nucledtidos de longitud y tiene al menos un 70% de identidad con la SEC
ID n.°: 1 en toda su longitud. Preferiblemente, dicha secuencia de nucleétidos tiene como maximo 8000, 7000,
6000, 5000, 4000, 3000, 2000, 1900, 1800, 1700, 1600, 1500 o 1449 nucleétidos de longitud y tiene al menos un
75% de identidad con la SEC ID n.°: 1 en toda su longitud. Preferiblemente, dicha secuencia de nucleétidos tiene
como maximo 8000, 7000, 6000, 5000, 4000, 3000, 2000, 1900, 1800, 1700, 1600, 1500 o 1449 nucledtidos de
longitud y tiene al menos un 80% de identidad con la SEC ID n.%: 1 en toda su longitud. Preferiblemente, dicha
secuencia de nucledtidos tiene como maximo 8000, 7000, 6000, 5000, 4000, 3000, 2000, 1900, 1800, 1700,
1600, 1500 o 1449 nucleétidos de longitud y tiene al menos un 85% de identidad con la SEC ID n.°: 1 en toda su
longitud. Preferiblemente, dicha secuencia de nucleétidos tiene como maximo 8000, 7000, 6000, 5000, 4000,
3000, 2000, 1900, 1800, 1700, 1600, 1500 o 1449 nucledtidos de longitud y tiene al menos un 90% de identidad
con la SEC ID n.°: 1 en toda su longitud. Preferiblemente, dicha secuencia de nucleétidos tiene como maximo
8000, 7000, 6000, 5000, 4000, 3000, 2000, 1900, 1800, 1700, 1600, 1500 o 1449 nucledtidos de longitud y tiene
al menos un 95% de identidad con la SEC ID n.°: 1 en toda su longitud. También se prefiere una secuencia de,
como maximo, 8000 nucledtidos que tengan al menos un 50 %, un 55 %, un 60 %, un 65 %, un 70 %, un 75 %,
un 80 %, un 85 %, un 90 %, un 91 %, un 92 %, un 93 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %, un 97 %, un 98 %, un 99 %
o un 100 % de identidad con la SEC ID n.°: 1.

[0042] En una realizacion preferida adicional dentro de dicho primer aspecto, dicha secuencia de nucleétidos que
comprende tanto un primer promotor como una primera secuencia intronica segun la presente invencion es una
secuencia derivada del gen de ubiquitina UBC. Preferiblemente, dicha secuencia se deriva de un gen CCT8 de
mamifero. Mas preferiblemente, dicha secuencia de nucleétidos que comprende tanto un primer promotor como
una primera secuencia intronica segun la presente invencion se deriva del gen CCT8 humano u homo sapiens.
En una realizacién preferida, dicha secuencia de nucleétidos derivada de dicho gen CCT8 que comprende tanto
un primer promotor como una primera secuencia intrénica de la invencién es una secuencia contigua de al
menos 500, 600, 700, 791 o 1223 de longitud, preferiblemente al menos 1228 nucleétidos de longitud de la SEC
ID n.% 2. Preferiblemente, dicha secuencia de nucleétidos tiene al menos un 50 %, un 51 %, un 52 %, un 53 %,
un 54 %, un 55 %, un 56 %, 57 %, un 58 %, un 59 %, un 60 %, un 65 %, un 70 %, un 75 %, un 80 %, un 85 %,
un 90 %, un 91 %, un 92 %, un 93 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %, un 97 %, un 98 %, un 99 % o un 100 % de
identidad con la SEC ID n.°: 2 tiene como maximo 8000 nucleétidos de longitud. Preferiblemente, dicha
secuencia de nucledtidos tiene como maximo 8000 7000, 6000, 5000, 4000, 3000, 2000, 1900, 1800, 1700,
1600, 1500 o 1228 de longitud. Mas preferiblemente, dicha secuencia tiene 1228 nucledtidos de longitud.
Preferiblemente, dicha secuencia de nucleétidos tiene como méaximo 8000, 7000, 6000, 5000, 4000, 3000, 2000,
1900, 1800, 1700, 1600, 1500 o 1228 nucledtidos de longitud y tiene al menos un 65 % de identidad con la SEC
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ID n.°: 2 en toda su longitud. Preferiblemente, dicha secuencia de nucleétidos tiene como maximo 8000, 7000,
6000, 5000, 4000, 3000, 2000, 1900, 1800, 1700, 1600, 1500 o 1228 nucleétidos de longitud y tiene al menos un
70% de identidad con la SEC ID n.°: 2 en toda su longitud. Preferiblemente, dicha secuencia de nucleétidos tiene
como maximo 8000, 7000, 6000, 5000, 4000, 3000, 2000, 1900, 1800, 1700, 1600, 1500 o 1228 nucledtidos de
longitud y tiene al menos un 75% de identidad con la SEC ID n.%: 2 en toda su longitud. Preferiblemente, dicha
secuencia de nucledtidos tiene como maximo 8000, 7000, 6000, 5000, 4000, 3000, 2000, 1900, 1800, 1700,
1600, 1500 o 1228 nucledtidos de longitud y tiene al menos un 80% de identidad con la SEC ID n.°: 2 en toda su
longitud. Preferiblemente, dicha secuencia de nucleétidos tiene como maximo 8000, 7000, 6000, 5000, 4000,
3000, 2000, 1900, 1800, 1700, 1600, 1500 o 1228 nucledtidos de longitud y tiene al menos un 85% de identidad
con la SEC ID n.°: 2 en toda su longitud. Preferiblemente, dicha secuencia de nucleétidos tiene como maximo
8000, 7000, 6000, 5000, 4000, 3000, 2000, 1900, 1800, 1700, 1600, 1500 o 1228 nucledtidos de longitud y tiene
al menos un 90% de identidad con la SEC ID n.%: 2 en toda su longitud. Preferiblemente, dicha secuencia de
nucledtidos tiene como maximo 8000, 7000, 6000, 5000, 4000, 3000, 2000, 1900, 1800, 1700, 1600, 1500 o
1228 nucledtidos de longitud y tiene al menos un 95% de identidad con la SEC ID n.°: 2 en toda su longitud.
También se prefiere una secuencia de, como maximo, 8000 nucleétidos que tengan al menos un 65 %, un 70 %,
un 75 %, un 80 %, un 85 %, un 90 %, un 91 %, un 92 %, un 93 %, un 94%, un 95 %, un 96 %, un 97 %, un 98 %,
un 99 % o un 100 % de identidad con la SEC ID n.°: 2 en toda su longitud.

[0043] Preferiblemente dentro de dicho primer aspecto, dicha secuencia de nucleétidos que comprende un
primer promotor y una primera secuencia intronica tal como se define en el presente documento tiene al menos
un 50 %, un 55 %, un 60 %, un 65 %, un 70 %, un 75 %, un 80 %, un 85 %, un 90%, un 91 %, un 92 %, un 93 %,
un 94 %, un 95 %, un 96 %, un 97 %, un 98 %, un 99 % o un 100 % de identidad con cualquiera de SEC ID n.°:
1, 2 y 59-61 en toda su longitud. Preferiblemente, dicha secuencia de nucleétidos que comprende un primer
promotor y una primera secuencia intronica tal como se define en el presente documento comprende o consta de
cualquiera de las secuencias seleccionadas del grupo que consta de las SEC ID n.° 1, 2 y 59-61. Mas
preferiblemente, dicha secuencia de nucleétidos que comprende un primer promotor y una primera secuencia
intrénica tal como se define en el presente documento comprende o consta de cualquiera de las secuencias
seleccionadas del grupo que consta de las SEC ID n.°: 1, 2 y 59.

[0044] Preferiblemente, el constructo de nucleétidos del primer aspecto comprende ademds una o mas
secuencias reguladoras de la expresion adicionales, en donde preferiblemente dicho primer promotor, dichas
secuencias intronicas tal como se definen en el presente documento y, opcionalmente, dicha secuencia
reguladora adicional de la expresiéon estan todos configurados para estar operativamente enlazados a una
secuencia de nucledtidos opcional de interés. Una «secuencia reguladora adicional de la expresion» debe
entenderse en el presente documento como una secuencia o elemento ademas del primer y/o segundo promotor
y/o la primera y/o segunda secuencia intronica tal como se ha definido anteriormente en el presente documento,
y puede ser una secuencia de mejora adicional de la expresion y/o una secuencia que mejora la expresion
distinta. Una secuencia reguladora adicional de la expresion que abarca la presente invencion puede ser, por
ejemplo, una regulacién transcripcional y/o traduccional de un gen, que incluye, entre otras, una 5'-UTR, una 3'-
UTR, un potenciador, un promotor, un intron, una sefial de poliadenilaciéon y elementos de control de cromatina
como S/MAR (region de asociacion a andamiaje/matriz), un elemento de apertura de cromatina ubicuo, una isla
de guanina fosfodiéster citosina y un STAR (elemento estabilizador y antirrepresor), y cualquier derivado de los
mismos. Otras secuencias reguladoras opcionales que pueden estar presentes en el constructo de acidos
nucleicos de la invencion incluyen, entre otras, secuencias codificantes de nucledtidos de secuencias de
nucleotidos homologas y/o heterdlogas, que incluyen el elemento sensible al hierro (IRE), elemento traslacional
cis-regulador (TLRE) o uORF en las 5'-UTR y tramos de poli(U) en las 3'-UTR. Dichos elemento o elementos
reguladores de la expresion adicionales, preferiblemente potenciadores, pueden ubicarse en cualquier posicion
en el constructo, preferiblemente alineandose directamente o comprendidos dentro de dichos primer promotor
y/o segundo promotor.

[0045] Una secuencia reguladora preferida adicional dentro de dicho primer aspecto comprende o consta de un
elemento potenciador de la traduccién. Preferiblemente, un elemento potenciador de la traduccion permite un
aumento en la expresion de proteinas o polipéptidos de al menos un 5 %, un 10 %, un 15 %, un 20 %, un 30 %,
un 40 %, un 50%, un 60 %, un 70%, un 80 %, un 90 %, un 100 %, un 200 %, un 300 %, un 500 %, un 1000 %,
un 1500 % o un 2000 % en comparacion con la expresion de dicha proteina o polipéptido que usa un constructo
que solo difiere en que esta libre de dicho elemento potenciador de la traduccion, preferiblemente cuando se
ensaya en un sistema tal como se muestra en los ejemplos que se incluyen en el presente documento. Mas
especificamente, preferiblemente la expresiéon de la secuencia de nucleétidos de interés que codifica fosfatasa
alcalina secretada (SeAP) se mide en un sistema celular de mamifero, mas preferiblemente en células CHO,
usando un vector de expresion ADNpc3.1 que comprende un elemento potenciador de la traduccidén que se va a
ensayar y un promotor de CMV representado por la SEC ID n.°: 57, operativamente enlazado a dicha secuencia
de nucledtidos de interés. La expresion se mide preferiblemente midiendo la conversion de cualquier sustrato de
fosfatasa alcalina adecuado y los niveles de expresion se comparan con los niveles de expresion de dicha
secuencia de nucledtidos de interés que se miden en las mismas condiciones, excepto que el vector de
expresion estd libre de dicho elemento potenciador de la traducciéon que se va a ensayar.
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[0046] Preferiblemente, dentro de dicho primer aspecto, dicho elemento potenciador de la traducciéon comprende
o consta de una secuencia que tiene al menos un 50 %, un 55 %, un 60 %, un 65 %, un 70 %, un 75 %, un 80 %,
un 85 %, un 90 %, un 91 %, un 92 %, un 93 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %, un 97 %, un 98 %, un 99 % o un 100
% de identidad de secuencia con cualquiera de las SEC ID n.°: 3-51 en toda su longitud, o un elemento
potenciador de la traducciéon que comprende o consta de una secuencia de nucleétidos que comprende:

i) una secuencia de nucleétidos repetida GAA, una secuencia de nucledtidos rica en TC que comprende al
menos 8 nucledtidos C o T consecutivos, al menos 3 secuencias de nucledtidos ricas en A que comprenden
al menos 5 nucledtidos A consecutivos, una secuencia de nucleétidos rica en GT que comprende al menos
10 nucledtidos, al menos el 80 % de los cuales son nucledtidos Go T;

ii) una secuencia de nucleétidos rica en TC que comprende al menos 8 nucleétidos C o T consecutivos, al
menos 3 secuencias de nucledtidos ricas en A que comprenden al menos 5 nucleétidos A consecutivos, una
secuencia de nucleodtidos rica en GT que comprende al menos 10 nucledtidos, al menos el 80 % de los
cuales son nucledtidos G o T, dicha primera secuencia de nucledtidos no comprende una secuencia de
nucleétidos repetida GAA,; o,

ii) una secuencia de nucledtidos repetida GAA, una secuencia de nucleétidos rica en TC que comprende al
menos 8 nucledtidos C o T consecutivos, al menos 3 secuencias de nucledtidos ricas en A que comprenden
al menos 5 nucledtidos A consecutivos, una secuencia de nucleétidos rica en GT que comprende al menos
10 nucleétidos, al menos el 80 % de los cuales son nucledtidos G o T, en donde dicha secuencia de
nucleotidos repetida GAA se encuentra en 3' de cualquiera de dichas secuencias de nucleétidos ricas en TC,
secuencias de nucleodtidos ricas en A y/o secuencias de nucleétidos ricas en GT.

[0047] La secuencia de nucledtidos repetida GAA se define en el presente documento de manera que
comprende al menos 3 repeticiones GAA. La secuencia de nucledtidos repetida GAA puede comprender una
repeticion GAA imperfecta. La secuencia de nucleétidos repetida GAA puede tener al menos un 50 % de
identidad de secuencia o al menos un 60 % de identidad de secuencia o al menos un 70 % de identidad de
secuencia o al menos un 80 % de identidad de secuencia o al menos un 90 % de identidad de secuencia o un
100% de identidad de secuencia con los nucleétidos 14-50 de la SEC ID n.°: 3. La repeticion imperfecta de GAA
puede comprender la secuencia de nucleétidos (GAA)sATAA (GAA)s.

[0048] La secuencia de nucleotidos rica en TC se define en el presente documento de modo que tiene al menos
un 70 %, un 80 %, un 90 % o un 100 % de identidad de secuencia con los nucleétidos 54-68 de la SEC ID n.°: 3.

[0049] La secuencia de nucledtidos rica en A se define en el presente documento de modo que tiene al menos
una identidad de secuencia de un 70 %, un 80 %, un 90 % o un 100 % con cualquiera de los nucleétidos 77-87,
los nucledtidos 93-105, los nucledtidos 111-121, los nucledtidos 126-132 o los nucledtidos 152-169 de la SEC ID
n.%: 3, respectivamente.

[0050] La secuencia de nucleodtidos rica en GT se define en el presente documento de modo que tiene al menos
un 70 %, un 80 %, un 90 % o un 100 % de identidad de secuencia con los nucleétidos 133-148 de la SEC ID n.°:
3.

[0051] Preferiblemente, dentro de dicho primer aspecto, dicha secuencia potenciadora de la traduccion
comprende o consta de una secuencia que tiene al menos un 50 %, un 55 %, un 60 %, un 65 %, un 70 %, un 75
%, un 80 %, un 85 %, un 90 %, un 91 %, un 92 %, un 93 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %, un 97 %, un 98 %, un
99 % o un 100 % de identidad de secuencia con cualquiera de las SEC ID n.°: 19. Preferiblemente, dicha
secuencia potenciadora de la traduccion se encuentra aguas abajo o en el sitio 3' de la segunda secuencia
promotora de la invencién y aguas arriba o en el sitio 5' de una secuencia de nucleétidos opcional que codifica
una proteina o un polipéptido de interés. Preferiblemente, dicha secuencia potenciadora de la traduccion esta
ubicada aguas abajo o en el sitio 3' de la segunda secuencia promotora de la invencién y aguas arriba o en el
sitio 5' de la segunda secuencia intrénica tal como se define en el presente documento.

[0052] Mas preferiblemente dentro de dicho primer aspecto, dicho constructo de acidos nucleicos del primer
aspecto de la invencidbn que comprende un primer promotor, una primera secuencia intrénica, un segundo
promotor y una segunda secuencia intrénica, tiene al menos un 45%, un 50%, un 55%, un 60%, un 65%, un
70%, un 75%, un 80%, un 85%, un 91 %, un 92 %, un 93 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %, un 97 %, un 98 %, un
99 % o un 100 % de identidad de secuencia con las SEC ID n.%: 73, 74, 75 o0 76.

[0053] Preferiblemente dentro de dicho primer aspecto, el constructo de acidos nucleicos de la invencion
comprende ademas una secuencia de nucleétidos de interés operativamente enlazada y/o bajo el control de
dichos primer promotor y segundo promotor y opcionalmente dicha secuencia reguladora adicional de la
expresion tal como se define en el presente documento. Debe entenderse que dichos primer promotor y segundo
promotor y opcionalmente dicha secuencia reguladora adicional de la expresion, estan configurados para estar
operativamente enlazados a la misma secuencia de nucleétidos sencilla de interés. En una realizacién preferida,
dicha secuencia de nucleétidos de interés es una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina o un
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polipéptido de interés. La proteina o el polipéptido de interés pueden ser una proteina o un polipéptido
homologos, pero en una realizacion preferida de la invencion, la proteina o el polipéptido de interés son una
proteina o un polipéptido heterélogos. Una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina o un polipéptido
heterélogos puede derivarse total o parcialmente de cualquier fuente conocida en la técnica, incluyendo un
genoma o episoma bacteriano o viral, ADN eucariético nuclear o de plasmido, ADNc o ADN sintetizado
quimicamente. La secuencia de nucleétidos que codifica una proteina o un polipéptido de interés puede constituir
una region codificante ininterrumpida o puede incluir uno o mas intrones unidos por uniones de empalme
apropiadas, puede ademas estar compuesta de segmentos derivados de diferentes fuentes naturales o
sintéticas. La secuencia de nucledtidos que codifica la proteina o el polipéptido de interés segun el método de la
invencion es preferiblemente una secuencia de nucleétidos de longitud completa, pero también puede ser una
parte funcionalmente activa u otra parte de dicha secuencia de nucleétidos de longitud completa. La secuencia
de nucledtidos que codifica la proteina o el polipéptido de interés también puede comprender secuencias de
sefial que dirigen la proteina o polipéptido de interés cuando se expresa en una ubicacién especifica de la célula
o tejido. Ademas, la secuencia de nucledtidos que codifica la proteina o el polipéptido de interés también puede
comprender secuencias que facilitan la purificacion de proteinas y la deteccion de proteinas mediante, por
ejemplo, transferencia de Western y ELISA (por ejemplo, secuencias de c-myc o polihistidina).

[0054] Dentro del contexto de la invencion, la proteina o el polipéptido de interés pueden tener aplicaciones
industriales o médicas (farmacéuticas). Los ejemplos de proteinas o polipéptidos con aplicaciones industriales
incluyen enzimas tales como, p. €j., lipasas (p. €j., utilizadas en la industria de los detergentes), proteasas
(utilizadas, entre otras cosas, en la industria de los detergentes, en la elaboracion de cerveza y similares),
enzimas que degradan la pared celular (tales como celulasas, pectinasas, beta-1,3/4-beta-1,6-glucanasas,
ramnogalacturonasas, mananasas, xilanasas, pululanasas, galactanasas, esterasas y similares, utilizadas en el
procesamiento de frutas, en fabricacion de vino y similares o en piensos), fitasas, fosfolipasas, glucosidasas
(tales como amilasas, beta-glucosidasas, arabinofuranosidasas, ramnosidasas, apiosidasas y similares) y
enzimas lacteas (por ejemplo, quimosina). Las proteinas o polipéptidos y/o enzimas de mamiferos, y
preferiblemente humanos, con aplicaciones terapéuticas, cosméticas o de diagndstico incluyen, entre otros,
insulina, albumina sérica (HSA), lactoferrina, hemoglobina a y B, activador del plasminégeno tisular (tPA),
eritropoyetina (EPO), factores de necrosis tumoral (TNF), BMP (proteina morfogénica ésea), factores de
crecimiento (G-CSF, GM-CSF, M-CSF, PDGF, EGF y similares), hormonas peptidicas (por ejemplo, calcitonina,
somatomedina , somatotropina, hormonas de crecimiento, hormona foliculoestimulante (FSH), interleucinas (IL-
x), interferones (IFN-y), fosfatasas, anticuerpos y proteinas similares a los anticuerpos, como, entre otros,
anticuerpos multiespecificos como DART (reorientacion de doble afinidad) y proteina tricuerpo y fragmentos de
anticuerpos como Fc, Fab, Fab2, Fv y scFv. También se incluyen antigenos bacterianos y viricos, por ejemplo,
para su uso como vacunas, que incluyen, por ejemplo, la subunidad 8 de la toxina termolabil, la subunidad 8 de
la toxina del cdlera, la proteina de la superficie de la envoltura del virus de la hepatitis B, la proteina de la capside
del virus de Norwalk, la glucoproteina B de citomegalovirus humano, la glucoproteina S, interferones y
receptores de coronavirus de gastroenteritis transmisible y similares. Ademas se incluyen genes que codifican
mutantes o analogos de dichas proteinas.

[0055] Dentro del contexto de la invencion, en una realizacion alternativa, dicha secuencia de nucledtidos de
interés no es una secuencia codificante de una proteina o un polipéptido, sino que puede ser una secuencia de
nucleétidos funcional tal como, entre otras, una secuencia que codifica un ARN no codificante, en donde se
entiende que un ARN no codificante es un ARN que no codifica una proteina o polipéptido. Preferiblemente,
dicho ARN no codificante es una secuencia de referencia o molécula reguladora que puede regular la expresion
de genes o regular la actividad o localizacion de proteinas o polipéptidos. Por ejemplo, un ARN no codificante
puede ser una molécula de ARN o ARNmi antisentido. Puesto que se cree que el primer promotor y el segundo
promotor de la invencién funcionan a nivel de transcripcion, es decir, se cree que el aumento de la expresion
mediante la secuencia de la invenciéon que comprende dichos primer promotor y segundo promotor tal como se
muestra en el presente documento es el resultado de un aumento en la transcripcidn, el constructo de la
invencion también puede usarse para producir niveles aumentados de transcritos, asi como para producir
transcritos con diferentes secuencias. Los niveles de transcripcion pueden cuantificarse usando métodos de
cuantificacion de transcripcion regulares conocidos por la persona experta en la técnica, tales como, entre otros,
transferencia de Northern y RT-gPCR.

Segundo aspecto

[0056] En un segundo aspecto, la presente invencion proporciona un vector de expresién que comprende un
constructo de acidos nucleicos segun el primer aspecto de la invencién. El constructo de acidos nucleicos segun
la invencion es preferiblemente un vector, en particular un plasmido, cosmido o fago o secuencia de nucledtidos,
lineal o circular, de un ADN o ARN monocatenario o bicatenario, derivado de cualquier fuente, en el que varias
secuencias de nucledtidos se han unido o recombinado en un constructo Unico capaz de introducir cualquiera de
las secuencias de nucleétidos de la invencién en una célula en las orientaciones sentido o antisentido. La
eleccion del vector depende de los procedimientos recombinantes seguidos y de la célula huésped utilizada. El
vector puede ser un vector de replicacion autbnoma o puede replicarse junto con el cromosoma en el que se ha
integrado. Preferiblemente, el vector contiene un marcador de seleccion. Los marcadores Utiles dependen de la
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célula huésped elegida, son bien conocidos por los expertos en la técnica y se seleccionan de, entre otros, los
marcadores de seleccidon tal como se define en el tercer aspecto de la invenciéon. Un vector de expresion
preferido es el vector de expresion ADNpc3.1. Los marcadores de seleccion preferidos son el gen de resistencia
a la neomicina, el gen de resistencia a la zeocina y el gen de resistencia a la blasticidina.

Tercer aspecto

[0057] En un tercer aspecto, la presente invencién proporciona una célula que comprende un constructo de
acidos nucleicos segun el primer aspecto de la invencion y/o un vector de expresién segun el segundo aspecto
de la invencion tal como se define aqui.

[0058] Dentro del contexto de la invencién, una célula puede ser una célula de mamifero, incluyendo una célula
humana, una célula de planta, una célula de animal, una célula de insecto, una célula de hongo, una célula de
levadura o una célula bacteriana. Una célula huésped recombinante, por ejemplo, una célula de mamifero,
incluyendo humanos, de planta, de animal, de insecto, de hongo o bacteriana, que contiene una o mas copias de
un constructo de acidos nucleicos segun la invencién es un tema adicional de la invencion. Por célula huésped
se entiende una célula que contiene un constructo de acidos nucleicos, por ejemplo, un vector y respalda la
replicacion y/o expresion del constructo de acidos nucleicos. Ejemplos de bacterias adecuadas son bacterias
gram positivas, tal como varias especies de los géneros Bacillus, Streptomyces y Staphylococcus o bacterias
Gram negativas, tales como varias especies de los géneros Escherichia y Pseudomonas. Las células fungicas
incluyen células de levadura. La expresién en la levadura se puede lograr mediante el uso de cepas de levadura
tales como Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae y Hansenula polymorpha. Otras células fungicas de
interés incluyen células de hongos filamentosos como Aspergillus niger, Trichoderma reesei y similares. Ademas,
las células de insecto tales como las células o lineas celulares de Drosophila melanogaster, Spodoptera
frugiperda y Trichoplusia ni, tales como, entre otras, células S2, Sf9, Sf21 y High Five, pueden usarse como
células huésped. Alternativamente, un sistema de expresion adecuado puede ser un sistema de baculovirus o
sistemas de expresidon que usan células de mamifero tales como células CHO, COS, CPK (rifion porcino),
MDCK, BHK, Sp2/0, NSO y Vero. Una célula humana o linea celular humana adecuada es una célula o linea
celular de astrocito, adipocito, condrocito, endotelial, epitelial, fibroblastos, cabello, queratinocitos, melanocitos,
osteoblastos, musculo esquelético, musculo liso, célula madre o sinoviocito. Los ejemplos de lineas celulares
humanas adecuadas también incluyen HEK 293 (rifion embrionario humano), HelLa, Per.C6, CAP (lineas
celulares derivadas de amniocitos humanos primarios) y células de melanoma de Bowes. En una realizacion,
una célula humana no es una célula madre embrionaria.

[0059] Por lo tanto, otro aspecto de la invencién se refiere a una célula huésped que estd modifica
genéticamente, preferiblemente mediante un método de la invencion, en el sentido de que una célula huésped
comprende un constructo de acidos nucleicos tal como se ha definido en el presente documento anteriormente.
La célula huésped es una célula que ha sido modificada genéticamente. La célula huésped de expresiéon puede
reemplazarse por una célula modificada o una célula transformada o una célula recombinante o una célula
huésped modificada o una célula huésped transformada o una célula huésped recombinante. Para los
procedimientos de transformaciéon en plantas, las bacterias adecuadas incluyen Agrobacterium tumefaciens y
Agrobacterium rhizogenes.

[0060] Un constructo de acidos nucleicos preferiblemente se mantiene de manera estable, ya sea como un
elemento de replicacion auténoma, o, mas preferiblemente, el constructo de acidos nucleicos se integra en el
genoma de la célula huésped, en cuyo caso el constructo generalmente se integra en posiciones aleatorias en el
genoma de la célula huésped, por ejemplo, mediante recombinacién no homodloga. Las células huésped
transformadas de forma estable se producen mediante métodos conocidos. El término «transformacion estable»
se refiere a exponer las células a métodos para transferir e incorporar ADN extrafio en su genoma. Estos
métodos incluyen, entre otros, la transferencia de ADN purificado a través de reactivos lipidicos cationicos y
polietilenimida (PEI), coprecipitacion de fosfato de calcio, bombardeo de microparticulas, electroporacion de
protoplastos y microinyeccion o uso de fibras de silicio para facilitar la penetracion y transferencia de ADN en la
célula huésped.

[0061] Alternativamente, una proteina o un polipéptido de interés pueden expresarse en una célula huésped, por
ejemplo, una célula de mamifero, apoyandose en la expresion transitoria de los vectores.

[0062] Un constructo de acidos nucleicos segun la invencion también comprende preferiblemente un gen
marcador que puede proporcionar capacidad de seleccién o cribado en una célula huésped tratada. Los
marcadores seleccionables generalmente se prefieren para los eventos de transformacion del huésped, pero no
estan disponibles para todas las células del huésped. Un constructo de acidos nucleicos descrito en el presente
documento también puede incluir una secuencia de nucledtidos que codifica un producto marcador. Se puede
usar un producto marcador para determinar si el constructo o parte del mismo se ha suministrado a la célula y
una vez suministrado se esta expresando. Los ejemplos de genes marcadores incluyen, entre otros, el gen lacZ
de E. coli, que codifica la B-galactosidasa, y un gen que codifica la proteina verde fluorescente.
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[0063] Dentro del contexto de la invencion, los ejemplos de marcadores seleccionables adecuados para células
de mamifero incluyen, entre otros, dihidrofolato reductasa (DHFR), glutation sintetasa (GS), timidina quinasa,
neomicina, analogo de neomicina G418, higromicina, blasticidina, zeocina y puromicina.

[0064] Otros marcadores seleccionables adecuados incluyen, entre otros, genes resistentes a antibiéticos, genes
metabdlicos, genes auxotréficos o genes resistentes a herbicidas que, cuando se insertan en una célula huésped
en cultivo, conferirian a esas células la capacidad de resistir la exposicion a un antibidtico. Los genes
marcadores metabdlicos o auxotréficos permiten que las células transformadas sinteticen un componente
esencial, generalmente un aminoacido, que permite que las células crezcan en medios que carecen de este
componente. Otro tipo de gen marcador es uno que puede cribarse mediante analisis histoquimico o bioquimico,
incluso aunque el gen no pueda seleccionarse. Un gen marcador adecuado que es util en dicha experiencia de
transformacion de células huésped es un gen de luciferasa. La luciferasa cataliza la oxidacion de la luciferina, lo
que da lugar a la produccion de oxiluciferina y luz. Por lo tanto, el uso de un gen de luciferasa proporciona un
ensayo conveniente para la deteccién de la expresién de ADN introducido en células huésped mediante analisis
histoquimico de las células. En un ejemplo de un proceso de transformacién, una secuencia de nucleétidos que
intenta expresarse en una célula huésped puede acoplarse en tandem con el gen de la luciferasa. El constructo
en tandem podria transformarse en células huésped, y las células huésped resultantes podrian analizarse para la
expresion de la enzima luciferasa. Una ventaja de este marcador es el procedimiento no destructivo de
aplicacion del sustrato y la posterior deteccion.

[0065] Cuando dichos marcadores seleccionables se transfieren con éxito a una célula huésped, la célula
huésped transformada puede sobrevivir si se coloca bajo presiéon selectiva. Hay dos categorias distintas de
regimenes selectivos ampliamente utilizados. La primera categoria se basa en el metabolismo de una célula y el
uso de una linea celular mutante que carece de la capacidad de crecer de manera independiente de un medio
suplementado. Dos ejemplos no limitantes son las células CHO DHFR vy las células LTK de raton. Estas células
carecen de la capacidad de crecer sin la adicién de nutrientes tales como la timidina o la hipoxantina. Debido a
que estas células carecen de ciertos genes necesarios para una ruta completa de sintesis de nucledtidos, no
pueden sobrevivir a menos que los nucleétidos ausentes se proporcionen mediante un medio suplementado.
Una alternativa para suplementar los medios es introducir un gen DHFR o TK intacto en las células que carecen
de los genes respectivos, alterando asi sus requisitos de crecimiento. Las células individuales que no se
transformaron con el gen DHFR o TK no seran capaces de sobrevivir en medios no suplementados.

[0066] La segunda categoria es la seleccion dominante que se refiere a un esquema de seleccion utilizado en
cualquier tipo de célula y no requiere el uso de una linea celular mutante. Estos esquemas suelen usar un
medicamento para detener el crecimiento de una célula huésped. Aquellas células que tienen un gen nuevo
expresarian una proteina que transmite resistencia frente a los medicamentos y sobrevivirian a la seleccién. Los
ejemplos de tal seleccion dominante usan los medicamentos neomicina, (Southern P. y Berg, P., J. Molec. Appl.
Genet. 1: 327 (1982)), acido micofendlico, (Mulligan, R.C. y Berg, P. Science 209: 1422 (1980)) o higromicina,
(Sugden, B. et al., Mol. Cell. Biol. 5: 410-413 (1985)). Los tres ejemplos emplean genes bacterianos bajo control
eucaridtico para transmitir resistencia frente al farmaco apropiado G418 o neomicina (geneticina), xgpt (acido
micofendlico) o higromicina, respectivamente. Otros incluyen el analogo de neomicina G418 y la puromicina.
Otros marcadores Utiles dependen de la célula huésped elegida y son bien conocidos por los expertos en la
técnica.

[0067] Cuando se obtiene una célula huésped transformada con un método segun la invencion (véase mas
adelante), se puede regenerar un tejido huésped a partir de dicha célula transformada en un medio adecuado,
que opcionalmente puede contener antibiticos o biocidas conocidos en la técnica para la seleccion de células
transformadas.

[0068] Los tejidos huésped transformados resultantes se identifican preferiblemente mediante seleccion usando
un gen marcador de seleccidon presente en un constructo de acidos nucleicos tal como se define en el presente
documento.

Cuarto aspecto

[0069] En un cuarto aspecto, la presente invencion proporciona un método para expresar y opcionalmente
purificar una proteina o un polipéptido de interés que comprende el paso de:

a) proporcionar un constructo de acidos nucleicos segun el primer aspecto de la invencion que comprende
una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina o un polipéptido de interés; vy,

b) poner en contacto una célula con dicho constructo de acidos nucleicos para obtener una célula
transformada; y,

c) permitir que dicha célula transformada exprese la proteina o polipéptido de interés; y opcionalmente

d) purificar dicha proteina o polipéptido de interés.
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[0070] EI método de la invencién puede ser un método in vitro o ex vivo. El método de la invencion se puede
aplicar en un cultivo celular, cultivo de organismos o cultivo de tejidos. Alternativamente, junto a la expresion en
células huésped, la proteina o el polipéptido de interés pueden producirse en sistemas de traduccion sin células
usando ARN derivados de los constructos de acidos nucleicos de la presente invencion. El método de la
invencion puede ejecutarse en células cultivadas.

[0071] El experto en la técnica es capaz de transformar células segun el paso b). Los métodos de transformacién
que se usan en el paso b) incluyen, entre otros, la transferencia de ADN purificado a través de reactivos lipidicos
catidnicos y polietilenimida (PEI), coprecipitacion de fosfato de calcio, bombardeo de microparticulas,
electroporacion de protoplastos y microinyeccion o uso de fibras de silicio para facilitar la penetracion vy
transferencia de ADN en la célula huésped.

[0072] En el paso c) se permite que la célula transformada exprese la proteina o el polipéptido de interés, y
opcionalmente dicha proteina o polipéptido se recupera a continuacion. Por ejemplo, la célula transformada
puede someterse a condiciones que producen la expresién de la proteina o el polipéptido de interés. Los
expertos en la técnica conocen bien las técnicas que se van a utilizar para expresar o sobreexpresar la proteina
o el polipéptido de interés. Los métodos en los que la célula transformada no necesita someterse a condiciones
especificas que producen la expresion de la proteina o el polipéptido de interés pero en los que la proteina o el
polipéptido de interés se expresan automaticamente (por ejemplo, constitutivamente), también se incluyen en el
método de la presente invencion.

[0073] Dentro del contexto de la invencion, los pasos de purificacion dependen de la proteina o el polipéptido
expresados y la célula huésped utilizada, pero pueden comprender el aislamiento de la proteina o el polipéptido.
Cuando se aplica a una proteina/polipéptido, el término «aislamiento» indica que la proteina o el polipéptido se
encuentran en una condicién diferente a la de su entorno nativo. En una forma preferida, la proteina o el
polipéptido aislado esta sustancialmente libre de otras proteinas, particularmente otras proteinas homologas. Se
prefiere proporcionar la proteina o el polipéptido en una forma con una pureza superior al 40 %, mas
preferiblemente en una forma con una pureza superior al 60 %. Incluso mas preferiblemente, se prefiere
proporcionar la proteina o el polipéptido en una forma altamente purificada, es decir, una pureza superior al 80
%, mas preferiblemente una pureza superior al 95% y aun mas preferiblemente una pureza superior al 99%,
segun lo determinado mediante SDS-PAGE. Si se desea, la secuencia de nucleétidos que codifica una proteina
o un polipéptido de interés se puede ligar a una secuencia de nucleétidos heteréloga para codificar una proteina
o un polipéptido de fusién para facilitar la purificacién de proteinas y la detecciéon de proteinas, por ejemplo, en
transferencia Western y ELISA. Las secuencias heterélogas adecuadas incluyen, entre otras, las secuencias de
nucledtidos que codifican proteinas tales como, por ejemplo, glutation-S-transferasa, proteina de union a
maltosa, polihistidina de unién a metal, proteina fluorescente verde, luciferasa y beta-galactosidasa. La proteina
o el polipéptido también se pueden acoplar a vehiculos, etiquetas o marcadores no peptidicos que facilitan el
rastreo de la proteina o el polipéptido, tanto in vivo como in vitro, y permiten la identificacion y la cuantificacion de
la unién de la proteina o el polipéptido a sustratos. Dichas etiquetas, marcadores o vehiculos son bien conocidos
en la técnica e incluyen, entre otros, biotina, marcadores radiactivos y marcadores fluorescentes.

[0074] Preferiblemente, el método de este cuarto aspecto de la invencién permite un aumento en la expresion de
una proteina o un polipéptido de interés. Preferiblemente, los niveles de expresion se establecen en un sistema
de expresion usando un constructo de expresién segun el primer aspecto de la invencion que comprende un
primer y un segundo promotor segun el primer aspecto de la invencién, operativamente enlazados a una
secuencia de nucleétidos que codifica una proteina o polipéptido de interés. Preferiblemente, dicha proteina o
polipéptido de interés es una proteina o un polipéptido secretado y la expresion de dicha proteina o polipéptido
de interés se detecta mediante un ensayo adecuado tal como un ensayo ELISA, una transferencia de Western o,
dependiendo de la identidad de la proteina o polipéptido de interés, cualquier ensayo de identificacion y/o
cuantificacion de proteinas adecuado conocido por el experto en la técnica. Preferiblemente, el método de la
invencion permite un aumento en la expresion de proteinas o polipéptidos de al menos un 5 %, un 10 %, un 15
%, un 20 %, un 30 %, un 40 %, un 50%, un 60 %, un 70%, un 80 %, un 90 %, un 100 %, un 200 %, un 300 %, un
500 %, un 1000 %, un 1500 % o un 2000 % en comparacion con un método que solo difiere en que se utiliza un
constructo en el paso a) que esta libre de dicho primer promotor y dicho segundo promotor y esta
operativamente enlazado a un unico promotor, preferiblemente cuando se ensaya en un sistema tal como se
muestra en los ejemplos que se incluyen en el presente documento. Mas especificamente, la expresion de la
secuencia de nucleotidos de interés que codifica fosfatasa alcalina secretada (SeAP) se mide en un sistema
celular de mamifero, mas preferiblemente en células CHO, usando un vector de expresion ADNpc3.1 que
comprende un primera secuencia promotora y una segunda secuencia promotora que se van a ensayar
operativamente enlazadas a dicha secuencia de nucleétidos de interés. La expresion se mide preferiblemente
midiendo la conversion de cualquier sustrato de fosfatasa alcalina adecuado y los niveles de expresion se
comparan con los niveles de expresion de dicha secuencia de nucleétidos de interés que se miden en las
mismas condiciones, excepto que dichos primer promotor y segundo promotor son reemplazados por un unico
promotor, preferiblemente un promotor de CMV representado por la SEC ID n.°: 57, en el vector de expresion
utilizado.
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Quinto aspecto

[0075] En un quinto aspecto, la presente invencién proporciona un método para expresar una proteina o un
polipéptido de interés en un organismo, que comprende los pasos de:

a) proporcionar un constructo de acidos nucleicos segun el primer aspecto de la invencion que comprende
una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina o un polipéptido de interés; vy,

b) poner en contacto una célula diana y/o tejido diana de un organismo con dicho constructo de acidos
nucleicos para obtener una célula diana transformada y/o tejido diana transformado, permitiendo que dicha
célula transformada exprese la proteina o el polipéptido de interés; y opcionalmente

c) permitir que dicha célula diana transformada y/o tejido diana se desarrolle en un organismo transformado;
y, opcionalmente,

d) permitir que dicho organismo transformado exprese la proteina o el polipéptido de interés, por ejemplo,
sometiendo dicho organismo transformado a condiciones que produzcan la expresion de la proteina o el
polipéptido de interés, y opcionalmente recuperar dicha proteina o polipéptido.

[0076] Dentro del contexto de la invencion, la célula diana puede ser una célula diana embrionaria, p. €j., una
célula madre embrionaria, por ejemplo, derivada de un mamifero no humano, tal como de las especies bovina,
porcina, etc. Preferiblemente, dicha célula diana no es una célula madre embrionaria humana. En el caso de un
hongo multicelular, dicha célula diana puede ser una célula fungica que puede proliferar en dicho hongo
multicelular. Cuando se obtiene un tejido vegetal transformado o una célula vegetal (por ejemplo, trozos de hoja,
segmentos de tallo, raices, pero también protoplastos o células vegetales cultivadas por suspension) con el
método segun la invenciodn, se pueden regenerar plantas enteras a partir de dicho tejido o célula transformados
en un medio adecuado, que opcionalmente puede contener antibiéticos o biocidas conocidos en la técnica para
la seleccion de células transformadas. El método de la invencion se puede aplicar en vacunaciéon basada en
acidos nucleicos y/o terapia génica preferiblemente en un mamifero, mas preferiblemente en un ser humano. Se
incluye dentro de la presente invencion un método de tratamiento que comprende el método del presente
aspecto, en el que la proteina o polipéptido de interés es una proteina o polipéptido terapéutico y/o
inmunogénico. La invencién también se refiere a un constructo del primer aspecto de la invencion para el
tratamiento, en el que la proteina o polipéptido de interés es una proteina o polipéptido terapéutico y/o
inmunogénico. Ademas, la invencion también se refiere a un constructo del primer aspecto de la invencion para
la fabricacion de un medicamento, en el que la proteina o polipéptido de interés es una proteina o polipéptido
terapéutico y/o inmunogeénico.

[0077] Ademas, una parte de la invencidén es un organismo transformado no humano. Dicho organismo se
transforma con una secuencia de nucleétidos, un constructo de acidos nucleicos recombinante o un vector segun
la presente invencion, y es capaz de producir el polipéptido de interés. Esto incluye un organismo transgénico no
humano, tal como un mamifero transgénico no humano, una planta transgénica (incluyendo la propagacion, la
cosecha y el material de tejido de dicha planta transgénica, que incluye, entre otros, hojas, raices, brotes y
flores), un hongo multicelular y similares.

[0078] Preferiblemente, el método de este quinto aspecto de la invencién permite un aumento en la expresion de
una proteina o un polipéptido de interés en dicho organismo o al menos en un tejido u organulo u érgano de
dicho organismo. Preferiblemente, los niveles de expresion se establecen en un sistema de expresion usando un
constructo de expresion segun el primer aspecto de la invencion que comprende un primer y un segundo
promotor segun el primer aspecto de la invencién, operativamente enlazados a una secuencia de nucleétidos
que codifica una proteina o polipéptido de interés. Preferiblemente, dicha proteina o polipéptido de interés es una
proteina o un polipéptido secretado y la expresién de dicha proteina o polipéptido de interés se detecta mediante
un ensayo adecuado tal como un ensayo ELISA, una transferencia de Western o, dependiendo de la identidad
de la proteina o polipéptido de interés, cualquier ensayo de identificacion y/o cuantificacion de proteinas
adecuado conocido por el experto en la técnica. Preferiblemente, el método de la invencion permite un aumento
en la expresion de proteinas o polipéptidos de al menos un 5 %, un 10 %, un 15 %, un 20 %, un 30 %, un 40 %,
un 50%, un 60 %, un 70%, un 80 %, un 90 %, un 100 %, un 200 %, un 300 %, un 500 %, un 1000 %, un 1500 %
o un 2000 % en dicho organismo o al menos en un tejido u organulo u érgano de dicho organismo en
comparacion con un método que solo difiere en que se utiliza un constructo en el paso a) que esta libre de dicho
primer promotor y dicho segundo promotor y esta operativamente enlazado a un tnico promotor, preferiblemente
cuando se ensaya en un sistema tal como se muestra en los ejemplos que se incluyen en el presente
documento. Mas especificamente, la expresion de la secuencia de nucleétidos de interés que codifica fosfatasa
alcalina secretada (SeAP) se mide en un sistema celular de mamifero, mas preferiblemente en células CHO,
usando un vector de expresidon ADNpc3.1 que comprende un primera secuencia promotora y una segunda
secuencia promotora que se van a ensayar operativamente enlazadas a dicha secuencia de nucleétidos de
interés. La expresion se mide preferiblemente midiendo la conversion de cualquier sustrato de fosfatasa alcalina
adecuado y los niveles de expresion se comparan con los niveles de expresién de dicha secuencia de
nucleétidos de interés que se miden en las mismas condiciones, excepto que dichos primer promotor y segundo
promotor son reemplazados por un Unico promotor, preferiblemente un promotor de CMV representado por la
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SEC ID n.°: 57, en el vector de expresion utilizado. Preferiblemente, dicho aumento de la expresién de proteinas
o polipéptidos es independiente del numero de copias segun lo establecido por un ensayo adecuado para
determinar la dependencia del numero de copias realizado por una persona experta tal como, por ejemplo, un
ensayo Tagman triplex tal como se detalla adicionalmente en el ejemplo 4 de la presente invencion.

Sexto aspecto

[0079] En un sexto aspecto, la presente invencién proporciona un método para la transcripcion y opcionalmente
la purificacion del transcrito producido que comprende el paso de:

a) proporcionar un constructo de acidos nucleicos segun el primer aspecto de la invencion que comprende
una secuencia de nucleétidos de interés; y,

b) poner en contacto una célula con dicho constructo de acidos nucleicos para obtener una célula
transformada; y,

c) permitir que dicha célula transformada produzca un transcrito de la secuencia de nucleétidos de interés; y
opcionalmente

d) purificar dicha transcrito producido.

[0080] En una realizacion preferida del método segun la invencién, se usa un constructo de acidos nucleicos tal
como se ha definido anteriormente. El método de la invencién puede ser un método in vitro o ex vivo. El método
de la invencién se puede aplicar en un cultivo celular, cultivo de organismos o cultivo de tejidos. El método de la
invencion se puede aplicar en vacunacion basada en acidos nucleicos y/o terapia génica preferiblemente en un
mamifero, preferiblemente en un ser humano. Se incluye dentro de la presente invencion un método para el
tratamiento que comprende o consta del método del presente aspecto, en el que la secuencia de nucledtidos de
interés codifica un transcrito terapéutico. La invencion también se refiere a un constructo del primer aspecto de la
invencion para su uso en el tratamiento, en el que la secuencia de nucleétidos de interés codifica un transcrito
terapéutico. Ademas, la invenciéon también se refiere a un constructo del primer aspecto de la invencién para la
fabricacion de un medicamento, en el que la secuencia de nucleétidos de interés codifica un transcrito
terapéutico.

[0081] El experto en la técnica es capaz de transformar células segun el paso b). Los métodos de transformacion
que se usan en el paso b) incluyen, entre otros, la transferencia de ADN purificado a través de reactivos lipidicos
catidnicos y polietilenimida (PEI), coprecipitacion de fosfato de calcio, bombardeo de microparticulas,
electroporacion de protoplastos y microinyeccion o uso de fibras de silicio para facilitar la penetraciéon y
transferencia de ADN en la célula huésped.

[0082] En el paso c) se permite que la célula transformada produzca un transcrito de la secuencia de nucledtidos
de interés y opcionalmente el transcrito producido se recupera posteriormente. Por ejemplo, la célula
transformada puede someterse a condiciones que producen la transcripciéon de la secuencia de nucleétidos de
interés. Los expertos en la técnica conocen bien las técnicas que se van a utilizar para la transcripcion de la
secuencia de nucledtidos de interés. Los métodos en los que la célula transformada no necesita someterse a
condiciones especificas que producen la transcripcion de la secuencia de nucleétidos de interés, pero en los que
la secuencia de nucleétidos de interés se transcribe automaticamente (por ejemplo, constitutivamente), también
se incluyen en el método de la presente invencion.

[0083] Los pasos de purificacion dependen del transcrito producido. El término «aislamiento» indica que el
transcrito se encuentra en una condicion distinta de su entorno nativo. En una forma preferida, el transcrito
aislado esta sustancialmente libre de otros componentes celulares, particularmente otros componentes celulares
homdélogos tales como proteinas homdlogas. Se prefiere proporcionar el transcrito en una forma con una pureza
superior al 40 %, mas preferiblemente en una forma con una pureza superior al 60 %. Incluso mas
preferiblemente, se prefiere proporcionar el transcrito en una forma altamente purificada, es decir, con una
pureza superior al 80 %, mas preferiblemente con una pureza superior al 90 % e incluso mas preferiblemente
con una pureza superior al 99 %, segun se determina mediante transferencia Northern.

[0084] Preferiblemente, el método de este aspecto de la invencion permite un aumento en la transcripcion de una
secuencia de nucledtidos de interés. Preferiblemente, los niveles de transcripcion se establecen en un sistema
de expresion usando un constructo de expresién segun el primer aspecto de la invencion que comprende un
primer y un segundo promotor segun el primer aspecto de la invencién, operativamente enlazados a una
secuencia de nucleotidos que codifica una proteina o polipéptido de interés. Preferiblemente, la transcripcion de
dicha secuencia de nucledtidos de interés se detecta mediante un ensayo adecuado tal como RT-qPCR.
Preferiblemente, el método de la invencion permite un aumento en la transcripcion de al menos un 5 %, un 10
%, un 15 %, un 20 %, un 30 %, un 40 %, un 50%, un 60 %, un 70%, un 80 %, un 90%, un 100 %, un 200 %, un
300 %, un 500 %, un 1000 %, un 1500 % o un 2000 % en comparacion con un método que solo difiere en que se
utiliza un constructo en el paso a) que esta libre de dicho primer promotor y dicho segundo promotor y esta
operativamente enlazado a un Unico promotor, preferiblemente cuando se ensaya en un sistema tal como se
muestra en los ejemplos que se incluyen en el presente documento. Mas especificamente, la transcripcion de
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una secuencia de nucledtidos de interés que codifica fosfatasa alcalina secretada (SeAP) se mide
preferiblemente en un sistema celular de mamifero, mas preferiblemente en células CHO, usando un vector de
expresion ADNpc3.1 que comprende un primera secuencia promotora y una segunda secuencia promotora que
se van a ensayar operativamente enlazadas a dicha secuencia de nucleétidos de interés. La transcripcion se
mide preferiblemente usando RT-gPCR y los niveles de transcripcion se comparan con los niveles de
transcripcion de dicha secuencia de nucleétidos de interés que se miden en las mismas condiciones, excepto
que dichos primer promotor y segundo promotor se reemplazan por un Unico promotor, preferiblemente un
promotor de CMV representado por la SEC ID n.%: 57, en el vector de expresion utilizado.

Séptimo aspecto

[0085] En un séptimo aspecto, la presente divulgacion proporciona un método para empalmar o redirigir el
empalme de una secuencia de nucleétidos de interés, y opcionalmente purificar los transcritos producidos que
comprende la etapa de:

a) proporcionar un constructo de acidos nucleicos segun el primer aspecto de la invencion que comprende
una secuencia de nucleétidos de interés; y,

b) poner en contacto una célula con dicho constructo de acidos nucleicos para obtener una célula
transformada; y,

c) permitir que dicha célula transformada produzca transcritos de la secuencia de nucleétidos de interés que
da como resultado la produccion de un transcrito; y opcionalmente

d) purificar dichos transcritos producidos.

[0086] Preferiblemente dentro de este aspecto, dicho constructo de acidos nucleicos usado en el paso a)
comprende una secuencia de nucledtidos aguas arriba o en el sitio 5' de la segunda secuencia intrénica de la
invencion que es diferente o distinta de la secuencia de nucleétidos aguas arriba o en el sitio 5' de la primera
secuencia intronica de la invencion. Preferiblemente, la secuencia de nucleétidos entre el primer promotor y el 5'
de dicha primera secuencia intrénica y la secuencia de nucleétidos entre el segundo promotor y el 5' de dicha
segunda secuencia intrénica difiere al menos en un 5 %, un 10 %, un 20 %, un 30 %, un 40 %, un 50 %, un 60
%, un 70 %, un 80 %, un 90 % o un 100 % en la secuencia de nucledtidos. Preferiblemente, un método de este
aspecto de la divulgacién en el que se usa dicho constructo de acidos nucleicos da como resultado la produccion
de dos transcritos diferentes o distintos, que difieren en la secuencia de nucleétidos en el sitio 5' de los
transcritos. En caso de que la secuencia de nucleétidos de interés esté ubicada aguas abajo o en el sitio 3' de la
segunda secuencia intronica, los transcritos resultantes diferiran en la secuencia aguas arriba de dicha
secuencia de nucledtidos de interés tal como puede detectarse mediante cualquier ensayo adecuado conocido
por la persona experta en la técnica, por ejemplo, entre otros, 5' RACE-PCR.

[0087] En una realizaciéon preferida dentro de este aspecto, la secuencia de nucledtidos de interés es una
secuencia que codifica una proteina o un polipéptido de interés. El método de este aspecto se puede usar para
producir dos proteinas o polipéptidos con N-terminales diferentes o distintos usando el constructo de la
invencion. Preferiblemente, una primera proteina o polipéptido que comprende un primer N-terminal y una
segunda proteina o polipéptido que comprende un segundo N-terminal se producen usando el método de este
aspecto, en el que preferiblemente, una primera secuencia de nucleétidos que codifica dicho primer N-terminal
se ubica directamente aguas arriba o en el sitio 5' de dicha primera secuencia intrénica y una segunda secuencia
de nucledtidos que codifica dicho segundo N-terminal esta ubicada directamente aguas arriba o en el sitio 5' de
dicha segunda secuencia intrénica. Preferiblemente, dicha primera secuencia de nucledtidos que codifica dicho
primer N-terminal esta ubicada aguas abajo o en el sitio 3' de dicho primer promotor y aguas arriba o en el sitio &'
de dicha primera secuencia intronica. Preferiblemente, dicha segunda secuencia de nucledtidos que codifica
dicho segundo N-terminal esta ubicada aguas abajo o en el sitio 3' de dicho segundo promotor y aguas arriba o
en el sitio 5' de dicha segunda secuencia intronica. Preferiblemente, dicho constructo de acidos nucleicos
comprende ademas una secuencia de nucleétidos que codifica un C-terminal situado aguas abajo o en el sitio 3'
de dicha segunda secuencia intrénica. En esta realizacion, se requiere que dicha segunda secuencia intrénica
sea un intron tal como se define en la seccién Definicion. La diferencia entre los N terminales puede estar
limitada a una secuencia sefial y dar como resultado proteinas o polipéptidos expresados idénticos, en donde la
ubicacion de las proteinas o polipéptidos puede diferir. Si se realiza en un sistema de expresion tal como se ha
definido anteriormente en el presente documento, el método de esta realizaciéon preferiblemente da como
resultado la produccién de dos proteinas o polipéptidos de interés, en donde dicha primera proteina o polipéptido
comprendera dicho primer N-terminal enlazado a dicho C-terminal y dicha segunda proteina o polipéptido
comprendera dicho segundo N-terminal enlazado a dicho C-terminal, segun puede detectarse mediante cualquier
ensayo adecuado conocido por la persona experta en la técnica, tales como, entre otros, ensayo ELISA,
transferencia Western o, dependiendo de la identidad de la proteina o polipéptido de interés, cualquier ensayo de
identificacion y/o cuantificacion de proteinas adecuado conocido por la persona experta en la técnica.
Preferiblemente, dicho ensayo usado para detectar las dos proteinas o polipéptidos diferentes o distintos
producidos esta adaptado especificamente para distinguir entre las diferentes proteinas o polipéptidos
producidos, por ejemplo, usando un anticuerpo de deteccidén que se une especificamente al primer o al segundo
N-terminal de proteinas o polipéptidos producidos.
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Octavo aspecto

[0088] En un octavo aspecto, la presente invencidon proporciona un uso de un constructo de acidos nucleicos
segun el primer aspecto de la invencidn y/o un uso de un vector de expresion segun el segundo aspecto de la
invencion y/o un uso de una célula segun el tercer aspecto de la invencion para la expresion de una proteina o
polipéptido de interés.

Noveno aspecto

[0089] En un noveno aspecto, la presente invencidén proporciona un constructo de acidos nucleicos segun el
primer aspecto de la invencion y/o un vector de expresidon segun el segundo aspecto de la invencion y/o una
célula segun el tercer aspecto de la invencién para usar como medicamento. La invencién también se refiere a
un método de tratamiento que comprende la administracion de un constructo de acidos nucleicos segun el primer
aspecto de la invencion y/o un vector de expresion segun el segundo aspecto de la invencion y/o una célula
segun el tercer aspecto de la invencién, en donde preferiblemente dicha administracion se realiza a un mamifero,
mas preferiblemente a un humano. Preferiblemente, dicho tratamiento es una vacunacién basada en acidos
nucleicos y/o terapia génica preferiblemente en un mamifero, mas preferiblemente en un ser humano. Ademas,
la invencion se refiere al uso de un constructo de acidos nucleicos segun el tercer aspecto de la invencion y/o el
uso de un vector de expresion segun el segundo aspecto de la invencion y/o el uso de una célula segun el tercer
aspecto de la invencion para la preparacion de un medicamento. Preferiblemente dicho medicamento es para
vacunacion basada en acidos nucleicos y/o terapia génica preferiblemente en un mamifero, mas preferiblemente
en un ser humano.

Décimo aspecto

[0090] En un décimo aspecto, la presente divulgacion proporciona una molécula de acidos nucleicos que esta
representada por una secuencia de nucleétidos que comprende o consta de un elemento potenciador de la
expresion para aumentar la transcripcion de una secuencia de nucleétidos de interés y/o la expresion de una
proteina o un polipéptido de interés. Preferiblemente, el elemento potenciador de la expresion de la divulgacion
es capaz de aumentar la transcripcion de una secuencia de nucleétidos de interés y/o la expresion de una
proteina o un polipéptido de interés. Preferiblemente en este aspecto, el elemento potenciador de la expresién de
la divulgacion capaz de aumentar la transcripcion de una secuencia de nucleétidos de interés y/o la expresion de
una proteina o un polipéptido de interés se encuentra aguas arriba o en el sitio 5' de un promotor que esta
operativamente enlazado a dicha secuencia de nucleétidos de interés.

[0091] Preferiblemente dentro de este aspecto, los niveles de transcripcion se establecen en un sistema de
expresion usando un constructo de expresién que comprende dicho elemento potenciador de la expresion
operativamente enlazado a una secuencia de nucleétidos de interés usando un ensayo adecuado tal como RT-
gPCR. Preferiblemente, el elemento potenciador de la expresion de la divulgaciéon permite un aumento en la
transcripcion de al menos un 5 %, un 10 %, un 15 %, un 20 %, un 30 %, un 40 %, un 50%, un 60 %, un 70%, un
80 %, un 90 %, un 100 %, un 200 %, un 300 %, un 500 %, un 1000 %, un 1500 % o un 2000 % en comparacién
con los niveles de transcripcion usando un constructo que solo difiere en que esta libre de dicho elemento
potenciador de la expresion, preferiblemente como se muestra en los ejemplos que estan incluidos en el
presente documento. Mas especificamente, preferiblemente la transcripcion de una secuencia de nucleétidos de
interés que codifica fosfatasa alcalina secretada (SeAP) se mide en un sistema celular de mamifero, mas
preferiblemente en células CHO, usando un vector de expresién ADNpc3.1 que comprende un elemento
potenciador de la expresién que se va a ensayar y un promotor de CMV representado por la SEC ID n.°: 57,
operativamente enlazado a dicha secuencia de nucleétidos de interés. La transcripcién se mide preferiblemente
usando RT-qPCR y los niveles de transcripcion se comparan con los niveles de transcripcion de dicha secuencia
de nucledtidos de interés medida en las mismas condiciones, excepto que el vector de expresion usado esta libre
de dicho elemento potenciador de la expresién que se va a ensayar.

[0092] Preferiblemente dentro de este aspecto, los niveles de expresion se establecen en un sistema de
expresion usando un constructo de expresion que comprende dicho elemento potenciador de la expresion
operativamente enlazado a una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina o un polipéptido de interés.
Preferiblemente, dicha proteina o polipéptido de interés es una proteina o un polipéptido secretado y la expresion
de dicha proteina o polipéptido de interés se detecta mediante un ensayo adecuado tal como un ensayo de
inmunoabsorcion ligada a enzimas (ELISA), una transferencia de Western o, dependiendo de la identidad de la
proteina o polipéptido de interés, cualquier ensayo de identificacion y/o cuantificacién de proteinas adecuado
conocido por el experto en la técnica. Preferiblemente, el elemento potenciador de la expresion de la divulgacion
permite un aumento en la expresion de proteinas o polipéptidos de al menos un 5 %, un 10 %, un 15 %, un 20 %,
un 30 %, un 40 %, un 50%, un 60 %, un 70%, un 80 %, un 90 %, un 100 %, un 200 %, un 300 %, un 500 %, un
1000 %, un 1500 % o un 2000 % en comparacion con la expresion de dicha proteina o polipéptido que usa un
constructo que solo difiere en que esta libre de dicho elemento potenciador de la expresion, preferiblemente
cuando se ensaya en un sistema tal como se muestra en los ejemplos que se incluyen en el presente
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documento. Mas especificamente, preferiblemente la expresion de una secuencia de nucleétidos de interés que
codifica fosfatasa alcalina secretada (SeAP) se mide en un sistema celular de mamifero, mas preferiblemente en
células CHO, usando un vector de expresion ADNpc3.1 que comprende un elemento potenciador de la expresion
que se va a ensayar y un promotor de CMV representado por la SEC ID n.°: 57, operativamente enlazado a dicha
secuencia de nucledtidos de interés. La expresion se mide preferiblemente midiendo la conversion de cualquier
sustrato de fosfatasa alcalina adecuado y los niveles de expresion se comparan con los niveles de expresion de
dicha secuencia de nucledtidos de interés que se miden en las mismas condiciones, excepto que el vector de
expresion estd libre de dicho elemento potenciador de la expresién que se va a ensayar.

[0093] Preferiblemente dentro de este aspecto, dicha molécula de acidos nucleicos es una molécula de acidos
nucleicos aislada como tal como se define en el presente documento. En una realizacion preferida, dicho
elemento potenciador de la expresion es una secuencia que se deriva del gen de ubiquitina UBC.
Preferiblemente, dicho elemento potenciador de la expresion se deriva de un gen de ubiquitiha UBC de
mamifero. Mas preferiblemente, dicho elemento potenciador de la expresién se deriva del gen homdlogo de
Cricetulus griseus del gen de ubiquitina UBC humana, indicando dicho gen como el gen Cricetulus sp. para
poliubiquitina o CRUPUQ (GenBank D63782).

[0094] En una realizacion preferida, dicho elemento potenciador de la expresion derivado de CRUPUQ
comprende o consta de una secuencia que tiene al menos un 50 %, un 55 %, un 60 %, un 65 %, un 70 %, un
75 %, un 80 %, un 85 %, un 90 %, un 91 %, un 92 %, un 93 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %, un 97 %, un 98 %,
un 99 % o un 100 % de identidad con los nucledtidos 1-969 de la SEC ID n.°: 1. Preferiblemente, dicha secuencia
tiene al menos un 50 %, un 55 %, un 60 %, un 65 %, un 70 %, un 75 %, un 80 %, un 85 %, un 90 %, un 91 %, un
92 %, un 93 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %, un 97 %, un 98 %, un 99 % o un 100 % de identidad con los
nucledtidos 1-969 de la SEC ID n.°: 1 es un promotor tal como se define en la seccion Definicion.
Preferiblemente, dicho promotor es capaz de iniciar la transcripcion de una secuencia de nucleétidos de interés
y/o la expresién de un polipéptido o una proteina de interés codificados por una secuencia de nucleétidos en una
célula huésped tal como se define mas adelante en el presente documento. En una realizacion preferida
adicional, dicho elemento potenciador de la expresiéon derivado de CRUPUQ comprende o consta de una
secuencia intrénica. Se entiende que una secuencia intrénica es al menos parte de la secuencia de nucleétidos
de un intron. Preferiblemente, dicha secuencia intronica comprende al menos un sitio de empalme donador o un
sitio de empalme GT. Un sitio de empalme donador se entiende en el presente documento como un sitio de
empalme que, cuando se combina con un sitio de empalme aceptor tal como se define en el presente
documento, da como resultado la formacién de un intrébn segin se define en la seccién Definicion.
Preferiblemente, una secuencia de nucledtidos es un intrén si al menos un 2 %, un 5 %, un 10 %, un 15 %, un
20 %, un 30 %, un 40 %, un 50 %, un 60 %, un 70 %, un 80 %, un 90 % o un 100 % del ARN primario pierde esta
secuencia mediante empalme de ARN usando un ensayo adecuado para detectar el empalme de intrones, como
por ejemplo, entre otros, la reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) seguido de
un analisis de tamafio o secuencia de la RT-PCR. Los sitios de empalme donadores preferidos de la divulgacion
son M-W-G-[corte]-G-T-R-A-G-K en caso de que la célula huésped sea una célula de mamifero, AG-[corte]-G-T-
A-W-K en caso de que la célula huésped sea una célula vegetal, [corte]-G-T-A-W-G-T-T en caso de que la célula
huésped sea una célula de levadura y RG-[corte]-G-T-R-A-G, en caso de que la célula huésped sea una célula
de insecto. «[corte]» debe entenderse aqui como el sitio de corte especifico donde se realizara el empalme. El
empalme de intrones se puede evaluar funcionalmente usando un ensayo segun se detalla en la seccion
Definicién bajo «intron». Mas preferiblemente, el sitio de empalme donador comprendido dentro del elemento
potenciador de la expresion de la divulgacion es C-T-G-[corte]-G-T-G-A-G-G. Preferiblemente, dicha secuencia
intrénica incluida dentro de dicho elemento potenciador de la expresién consiste en dicho sitio de empalme
donador o sitio de empalme GT. Preferiblemente, dicha secuencia intronica incluida dentro de dicho elemento
potenciador de la expresion esta libre de un sitio de empalme aceptor tal como se define mas adelante en el
presente documento. Preferiblemente, dicho elemento potenciador de la expresion que comprende una
secuencia intrénica tiene al menos un 50 %, un 55 %, un 60 %, un 65 %, un 70 %, un 75 %, un 80 %, un 85 %,
un 90 %, un 91 %, un 92 %, un 93 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %, un 97 %, un 98 %, un 99 % o un 100 % de
identidad con los nucledtidos 970-1449 de la SEC ID n.°: 1. En una realizacion preferida, dicho elemento
potenciador de la expresion comprende o consta de un promotor y una secuencia intrénica tal como se define en
el presente documento. Preferiblemente, el elemento potenciador de la expresion de la divulgacion tiene al
menos un 50 %, un 51 %, un 52 %, un 53 %, un 54 %, un 55 %, un 56 %, 57 %, un 58 %, un 59 %, un 60 %, un
65 %, un 70 %, un 75 %, un 80 %, un 85 %, un 90 %, un 91 %, un 92 %, un 93 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %,
un 97 %, un 98 %, un 99 % o un 100 % de identidad con la SEC ID n.°: 1 en toda su longitud. Preferiblemente,
dicho elemento potenciador de la expresion de la divulgacion que tiene al menos un 50 %, un 51 %, un 52 %, un
53 %, un 54 %, un 55 %, un 56 %, 57 %, un 58 %, un 59 %, un 60 %, un 65 %, un 70 %, un 75 %, un 80 %, un
85 %, un 90 %, un 91 %, un 92 %, un 93 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %, un 97 %, un 98 %, un 99 % o un 100 %
de identidad con la SEC ID n.%: 1 en toda su longitud comprende tanto un promotor como una secuencia intrénica
tal como se define en el presente documento. Preferiblemente, dicho elemento potenciador de la expresion para
aumentar la expresion es una secuencia contigua de al menos 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1100 o 1117
nucledtidos de longitud, preferiblemente al menos 1449 nucledtidos de longitud de la SEC ID n.°: 1.
Preferiblemente, dicho elemento potenciador de la expresion con al menos un 50 %, un 51 %, un 52 %, un 53 %,
un 54 %, un 55 %, un 56 %, 57 %, un 58 %, un 59 %, un 60 %, un 65 %, un 70%, un 75 %, un 80 %, un 85 %, un
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90 %, un 91 %, un 92 %, un 93 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %, un 97 %, un 98 %, un 99 % o un 100 % de
identidad con la SEC ID n.°: 1 tiene como maximo 8000 nucleétidos de longitud. Preferiblemente, dicho elemento
potenciador de la expresion tiene como maximo 8000, 7000, 6000, 5000, 4000, 3000, 2000, 1900, 1800, 1700,
1600, 1500 o 1449 nucledtidos de longitud. Mas preferiblemente, dicha secuencia tiene 1449 nucleétidos de
longitud. Preferiblemente, dicho elemento potenciador de la expresion tiene como maximo 8000, 7000, 6000,
5000, 4000, 3000, 2000, 1900, 1800, 1700, 1600, 1500 o 1449 nucledtidos de longitud y tiene al menos un 65 %
de identidad con la SEC ID n.°: 1 en toda su longitud. Preferiblemente, dicho elemento potenciador de la
expresion tiene como maximo 8000, 7000, 6000, 5000, 4000, 3000, 2000, 1900, 1800, 1700, 1600, 1500 o 1449
nucleotidos de longitud y tiene al menos un 70 % de identidad con la SEC ID n.°: 1 en toda su longitud.
Preferiblemente, dicho elemento potenciador de la expresién tiene como maximo 8000, 7000, 6000, 5000, 4000,
3000, 2000, 1900, 1800, 1700, 1600, 1500 o 1449 nucledtidos de longitud y tiene al menos un 75 % de identidad
con la SEC ID n.°: 1 en toda su longitud. Preferiblemente, dicho elemento potenciador de la expresion tiene como
maximo 8000, 7000, 6000, 5000, 4000, 3000, 2000, 1900, 1800, 1700, 1600, 1500 o 1449 nucledtidos de
longitud y tiene al menos un 80 % de identidad con la SEC ID n.°: 1 en toda su longitud. Preferiblemente, dicho
elemento potenciador de la expresion tiene como maximo 8000, 7000, 6000, 5000, 4000, 3000, 2000, 1900,
1800, 1700, 1600, 1500 o 1449 nucledtidos de longitud y tiene al menos un 85 % de identidad con la SEC ID n.°:
1 en toda su longitud. Preferiblemente, dicho elemento potenciador de la expresion tiene como maximo 8000,
7000, 6000, 5000, 4000, 3000, 2000, 1900, 1800, 1700, 1600, 1500 o 1449 nucledtidos de longitud y tiene al
menos un 90 % de identidad con la SEC ID n.: 1 en toda su longitud. Preferiblemente, dicho elemento
potenciador de la expresion tiene como maximo 8000, 7000, 6000, 5000, 4000, 3000, 2000, 1900, 1800, 1700,
1600, 1500 o 1449 nucledtidos de longitud y tiene al menos un 95 % de identidad con la SEC ID n.°: 1 en toda su
longitud. Preferiblemente, dicho elemento potenciador de la expresion comprende o consta de una secuencia
que esta representada por la SEC ID n.°: 1.

[0095] En una realizacion preferida adicional dentro de este aspecto, dicho elemento potenciador de la expresién
de la divulgacion es una secuencia derivada del gen CCT8. Preferiblemente, dicho elemento se deriva de un gen
CCT8 de mamifero. Mas preferiblemente, dicho elemento potenciador de la expresion se deriva del gen CCT8
humano u Homo sapiens.

[0096] En una realizacion preferida dentro de dicho aspecto, dicho elemento potenciador de la expresion
derivado del gen CCT8 de Homo sapiens comprende o consta de una secuencia que tiene al menos un 50 %, un
55 %, un 60 %, un 65 %, un 70 %, un 75 %, un 80 %, un 85 %, un 90 %, un 91%, un 92 %, un 93 %, un 94 %, un
95 %, un 96 %, un 97 %, un 98 %, un 99 % o un 100 % de identidad con los nucleétidos 1-614 de la SEC ID n.°:
2. Preferiblemente, dicha secuencia tiene al menos un 50 %, un 55 %, un 60 %, un 65 %, un 70 %, un 75 %, un
80 %, un 85 %, un 90 %, un 91 %, un 92 %, un 93 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %, un 97 %, un 98 %, un 99 % o
un 100 % de identidad con los nucledtidos 1-614 de la SEC ID n.°: 2 es un promotor tal como se define en la
seccion Definicion. En una realizacion preferida adicional, dicho elemento potenciador de la expresion derivado
del gen CCT8 de Homo sapiens comprende o consta de una secuencia intrénica. Preferiblemente, dicha
secuencia intrénica es una secuencia intrénica tal como se ha definido anteriormente en el presente documento
que comprende al menos un sitio de empalme donador o sitio de empalme GT tal como se ha definido
anteriormente en el presente documento. Preferiblemente, dicho sitio de empalme donador tiene la secuencia M-
A-R-[corte]-G-T-R-A-G-K, mas preferiblemente A-A-A-[corte]-G-T-G-A-G-G. Preferiblemente, dicha secuencia
intrénica incluida dentro de dicho elemento potenciador de la expresién consiste en dicho sitio de empalme
donador o sitio de empalme GT. Preferiblemente, dicho elemento potenciador de la expresiéon que comprende
una secuencia intronica tiene al menos un 50 %, un 55 %, un 60 %, un 65 %, un 70 %, un 75 %, un 80 %, un
85 %, un 90 %, un 91 %, un 92 %, un 93 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %, un 97 %, un 98 %, un 99 % o un 100 %
de identidad con los nucleétidos 667-1228 de la SEC ID n.°: 2.

[0097] En una realizacion preferida dentro de dicho aspecto, dicho elemento potenciador de la expresién
comprende o consta de un promotor y una secuencia intrénica tal como se define en el presente documento.
Preferiblemente, el elemento potenciador de la expresion de la divulgacion tiene al menos un 50 %, un 51 %, un
52 %, un 53 %, un 54 %, un 55 %, un 56 %, 57 %, un 58 %, un 59 %, un 60 %, un 65 %, un 70 %, un 75 %, un
80 %, un 85 %, un 90 %, un 91 %, un 92 %, un 93 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %, un 97 %, un 98 %, un 99 % o
un 100 % de identidad con la SEC ID n.°: 2 en toda su longitud. Preferiblemente, dicho elemento potenciador de
la expresion de la divulgacion que tiene al menos un 50 %, un 51 %, un 52 %, un 53 %, un 54 %, un 55 %, un
56 %, 57 %, un 58 %, un 59 %, un 60 %, un 65 %, un 70 %, un 75 %, un 80 %, un 85 %, un 90 %, un 91 %, un
92 %, un 93 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %, un 97 %, un 98 %, un 99 % o un 100 % de identidad con la SEC ID
n.% 2 en toda su longitud comprende tanto un promotor como una secuencia intrénica tal como se define en el
presente documento. Preferiblemente, dicho elemento potenciador de la expresion para aumentar la expresion
es una secuencia contigua de al menos 500, 600, 700, 791 o 1223 nucledtidos de longitud, preferiblemente al
menos 1228 nucledtidos de la SEC ID n.°: 2. Preferiblemente, dicho elemento potenciador de la expresion con al
menos un 50 %, un 51 %, un 52 %, un 53 %, un 54 %, un 55 %, un 56 %, 57 %, un 58 %, un 59 %, un 60 %, un
65 %, un 70%, un 75 %, un 80%, un 85 %, un 90 %, un 91 %, un 92 %, un 93 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %, un
97 %, un 98 %, un 99 % o un 100 % de identidad con la SEC ID n.°: 2 tiene como maximo 8000 nucledtidos de
longitud. Preferiblemente, dicho elemento potenciador de la expresion tiene como maximo 8000, 7000, 6000,
5000, 4000, 3000, 2000, 1900, 1800, 1700, 1600, 1500 o 1228 nucledtidos de longitud. Mas preferiblemente,
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dicha secuencia tiene 1228 nucleétidos de longitud. Preferiblemente, dicho elemento potenciador de la expresion
tiene como maximo 8000, 7000, 6000, 5000, 4000, 3000, 2000, 1900, 1800, 1700, 1600, 1500 o 1228
nucleotidos de longitud y tiene al menos un 65 % de identidad con la SEC ID n.°: 2 en toda su longitud.
Preferiblemente, dicho elemento potenciador de la expresién tiene como maximo 8000, 7000, 6000, 5000, 4000,
3000, 2000, 1900, 1800, 1700, 1600, 1500 o 1228 nucledtidos de longitud y tiene al menos un 70% de identidad
con la SEC ID n.°: 2 en toda su longitud. Preferiblemente, dicho elemento potenciador de la expresion tiene como
maximo 8000, 7000, 6000, 5000, 4000, 3000, 2000, 1900, 1800, 1700, 1600, 1500 o 1228 nucledtidos de
longitud y tiene al menos un 75% de identidad con la SEC ID n.%: 2 en toda su longitud. Preferiblemente, dicho
elemento potenciador de la expresion tiene como maximo 8000, 7000, 6000, 5000, 4000, 3000, 2000, 1900,
1800, 1700, 1600, 1500 o 1228 nucledtidos de longitud y tiene al menos un 80% de identidad con la SEC ID n.°:
2 en toda su longitud. Preferiblemente, dicho elemento potenciador de la expresion tiene como maximo 8000,
7000, 6000, 5000, 4000, 3000, 2000, 1900, 1800, 1700, 1600, 1500 o 1228 nucledtidos de longitud y tiene al
menos un 85% de identidad con la SEC ID n.°: 2 en toda su longitud. Preferiblemente, dicho elemento
potenciador de la expresion tiene como maximo 8000, 7000, 6000, 5000, 4000, 3000, 2000, 1900, 1800, 1700,
1600, 1500 o 1228 nucledtidos de longitud y tiene al menos un 90% de identidad con la SEC ID n.°: 2 en toda su
longitud. Preferiblemente, dicho elemento potenciador de la expresion tiene como maximo 8000, 7000, 6000,
5000, 4000, 3000, 2000, 1900, 1800, 1700, 1600, 1500 o 1228 nucledtidos de longitud y tiene al menos un 95%
de identidad con la SEC ID n.°: 2 en toda su longitud. Preferiblemente, dicho elemento potenciador de la
expresion comprende o consta de una secuencia que esta representada por la SEC ID n.°: 2.

[0098] Mas preferida es una secuencia de nucleétidos que comprende un elemento potenciador de la expresion
tal como se define en el presente documento que tiene al menos un 50 %, un 55 %, un 60 %, un 65 %, un 70 %,
un 75 %, un 80 %, un 85 %, un 90%, un 91 %, un 92 %, un 93 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %, un 97 %, un 98 %,
un 99 % o un 100 % de identidad con cualquiera de SEC ID n.%: 59-61 en toda su longitud. Preferiblemente,
dicho elemento potenciador de la expresion comprende o consta de cualquiera de las secuencias seleccionadas
del grupo que consiste en la SEC ID n.°: 59-61. Mas preferiblemente, dicho elemento potenciador de la expresion
comprende o consta de una secuencia que esta representada por la SEC ID n.°: 59.

Undécimo aspecto

[0099] En un undécimo aspecto, la presente divulgacién proporciona un constructo de &cidos nucleicos que
comprende una molécula de &cidos nucleicos segun el décimo aspecto de la divulgacion. Un constructo de
acidos nucleicos de la divulgacién comprende un elemento potenciador de la expresion segun el décimo aspecto
de la presente divulgacion. Preferiblemente, dicho constructo de acidos nucleicos es un constructo recombinante
y/o aislado tal como se define en el presente documento. Preferiblemente, dicho constructo de acidos nucleicos
comprende ademas un promotor heterélogo, en el que preferiblemente dicho elemento potenciador de la
expresion y dicho promotor heterélogo estan configurados para estar los dos operativamente enlazados a una
secuencia de nucleotidos opcional de interés tal como se define mas adelante en el presente documento. El
«promotor heterélogo» debe entenderse en el presente documento como un promotor que no esta
operativamente enlazado de forma natural al elemento potenciador de la expresiéon de la divulgacién, es decir,
una secuencia contigua que comprende dicho elemento potenciador de la expresién y dicho promotor heterélogo
no se produce en la naturaleza como secuencias vecinas, pero puede sintetizarse como una secuencia
recombinante.

[0100] Preferiblemente dentro de este aspecto, dicho promotor heterdlogo esta ubicado dentro de un constructo
de acidos nucleicos de la divulgacion aguas abajo o en el sitio 3' del elemento potenciador de la expresion de la
divulgacion. Preferiblemente, dicho promotor heterélogo se encuentra dentro de un constructo de la divulgacion
aguas arriba o en el sitio 5' de la secuencia de nucleétidos de la divulgacion que codifica una proteina o un
polipéptido de interés. En una realizacién de la divulgacion, el promotor heterélogo es un promotor capaz de
iniciar la transcripcion en la célula huésped elegida. Los promotores tal como se usan en el presente documento
incluyen promotores especificos de tejido, preferidos de tejido, especificos del tipo de célula, inducibles y
constitutivos, tal como se define en el presente documento. Los promotores heterélogos y/o las secuencias
reguladoras que pueden emplearse en la expresion de polipéptidos de segun la presente divulgacion,
preferiblemente en células de mamifero, incluyen, entre otros, el promotor de citomegalovirus (CMV) humano o
murino, un promotor del virus del simio (SV40), un promotor de ubiquitina C humana o de ratén, un promotor alfa
(EF1-a) del factor de elongacion humano o de ratén o rata, un promotor de beta-actina de ratén o hamster o un
promotor de hamster rpS21. Los elementos Tet-Off y Tet-On aguas arriba de un promotor minimo tal como un
promotor de CMV forman un ejemplo de promotor inducible de mamifero. Ejemplos de promotores adecuados de
levadura y hongos son el promotor Leu2, el promotor de galactosa (Gall o Ga17), el promotor de alcohol
deshidrogenasa | (ADH1), el promotor de glucoamilasa (Gla), el promotor de triosa fosfato isomerasa (TPI), el
factor de elongacion de traduccion EF-I alfa (TEF2), el promotor de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(gpdA), promotor de la alcohol oxidasa (AOX1) o el promotor de la glutamato deshidrogenasa (gdhA). Un
ejemplo de un promotor ubicuo fuerte para la expresion en plantas es el promotor 35S del virus del mosaico de la
coliflor (CaMV). Preferiblemente, el constructo de acidos nucleicos de la divulgacién comprende un promotor
heterdlogo que esta representado por una secuencia que tiene al menos un 50 %, un 55 %, un 60 %, un 65 %,
un 70 %, un 75 %, un 80 %, un 85 %, un 90 %, un 91 %, un 92 %, un 93 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %, un
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97 %, un 98 %, un 99 % o un 100 % de identidad con la SEC ID n.°: 58. Mas preferiblemente, el constructo de
acidos nucleicos de este aspecto de la divulgacion comprende un promotor heterélogo que esta representado
por una secuencia que tiene al menos un 50 %, un 55 %, un 60 %, un 65 %, un 70 %, un 75 %, un 80 %, un
85 %, un 90 %, un 91 %, un 92 %, un 93 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %, un 97 %, un 98 %, un 99 % o un 100 %
de identidad con la SEC ID n.°: 57.

[0101] En una realizacion preferida adicional dentro de este aspecto, el constructo de acidos nucleicos de la
divulgacion comprende ademas uno o varios elementos reguladores de la expresion adicionales, en donde
preferiblemente dicho elemento potenciador de la expresion, dicho promotor heterélogo y dicho elemento o
elementos reguladores de la expresion adicionales estan configurados para estar todos operativamente
enlazados a una secuencia de nucleétidos opcional de interés tal como se define mas adelante en el presente
documento. Un «elemento regulador de expresién adicional» debe entenderse en el presente documento como
un elemento adicional al elemento potenciador de la expresion y/o promotor tal como se ha definido
anteriormente en el presente documento, que puede ser un elemento potenciador de la expresion adicional o un
elemento potenciador de la expresion distinto o un elemento regulador de la expresion en su sentido mas amplio.
Un elemento regulador de la expresion adicional como el incluido en la presente divulgacion puede estar
implicado en la regulacion transcripcional y/o traduccional de un gen, que incluye, entre otros, una 5-UTR, una
3-UTR, un potenciador, un promotor, una secuencia intronica, una sefia de poliadenilaciéon y elementos de
control de cromatina tales como regiones de unién de andamiaje/matriz, un elemento de apertura de cromatina
ubicuo, pares de guanina fosfodiéster citosina y elementos estabilizadores y antirrepresores, y cualquier derivado
de los mismos. Otros elementos reguladores opcionales que pueden estar presentes en el constructo de acidos
nucleicos de la divulgacion incluyen, entre otros, secuencias codificantes de nucleétidos de secuencias de
nucleotidos homologas y/o heterdlogas, que incluyen el elemento sensible al hierro (IRE), elemento traslacional
cis-regulador (TLRE) o uORF en las 5-UTR y tramos de poli(U) en las 3-UTR.

[0102] Preferiblemente dentro de este aspecto, dicho elemento regulador de la expresion adicional comprende o
consta de una secuencia intronica tal como se define en el presente documento. Preferiblemente, la secuencia
intrénica incluida dentro del elemento regulador de la expresién adicional comprende al menos un sitio de
empalme aceptor que se entiende en el presente documento que comprende el sitio de empalme AG, precedido
preferiblemente por una secuencia de nucleétidos del tracto de polipirimidina, opcionalmente separada del sitio
de empalme AG por 1-50 nucledtidos, y que opcionalmente comprende ademas un sitio de ramificacion que
comprende la secuencia Y-T-N-A-Y, en el sitio 5' de la secuencia de nucledtidos del tracto de polipirimidina, en
donde el sitio de ramificacion puede tener la secuencia de nucledtidos C-Y-G-A-C. Un sitio de empalme aceptor
se entiende en el presente documento como un sitio de empalme que, cuando se combina con un sitio de
empalme donador incluido dentro de un constructo, da como resultado la formacién de un intrén tal como se
define en la seccion Definicion. Preferiblemente, el sitio de empalme aceptor o el sitio de empalme AG tienen la
secuencia [Y-rico] -N-Y-A-G- [corte]. Preferiblemente, el sitio de empalme aceptor o sitio de empalme AG tienen
la secuencia [Y-rico]-N-Y-A-G-[corte]-R en caso de que la célula huésped sea una célula de mamifero, [Y-rico]-D-
Y-A-G-[corte]-R o [Y-rico]-DY-A-G-[corte]-R-W en caso de que la célula huésped sea una célula vegetal, [Y-rico]-
A-Y-A-G-[corte] en caso de que la célula huésped sea una célula de levadura y [Y-rico]-N-Y-A-G-[corte] en caso
de que la célula huésped sea una célula de insecto. «[Y-rico]» debe entenderse aqui como un tracto de
polipirimidina que se define preferiblemente como una secuencia consecutiva de al menos 10 nucleétidos que
comprende al menos 6, 7, 8, 9 o preferiblemente 10 nucledtidos de pirimidina. Preferiblemente, dicho sitio de
empalme aceptor o sitio de empalme GT tiene la secuencia Y-A-G-[corte]-R. Preferiblemente, dicha secuencia
intrénica incluida dentro de dicho elemento regulador de expresion adicional consta de dicho sitio de empalme
aceptor o sitio de empalme AG. La secuencia intronica preferiblemente comprende o consta de una secuencia de
nucleétidos que tiene al menos un 80 %, un 90 %, un 91 %, un 92 %, un 93 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %, un
97 %, un 98 %, un 99 % o un 100 % de identidad de secuencia con los nucledtidos 171-277 de la SEC ID n.°: 14,
los nucleodtidos 171-274 de la SEC ID n.°: 19, los nucledtidos 133-210 de la SEC ID n.°: 20, los nucleétidos 134-
211 de la SEC ID n.% 21, los nucledtidos 134-226 de la SEC ID n.°%: 22, los nucledtidos 134-226 de la SEC ID n.°:
23, los nucledtidos 133-225 de la SEC ID n.°%: 24, los nucledtidos 134-226 de la SEC ID n.°: 25, los nucledtidos
146-257 de la SEC ID n.°: 26 o los nucledtidos 147-223 de la SEC ID n.%: 27 o los nucleétidos 970-1449 de la
SEC ID n.°: 1 o los nucledtidos 667-1228 de la SEC ID n.°: 2. Preferiblemente, dicha secuencia intrénica
comprendida dentro de dicho elemento regulador adicional de la expresién comprende ademas un sitio de
empalme donador tal como se define en el presente documento. Aun mas preferido, dicha secuencia intronica
incluida dentro del elemento regulador adicional de la expresién es un intrén tal como se define en la seccion
Definicién. Mas preferiblemente, la secuencia intrénica incluida dentro del elemento regulador de la expresién
adicional comprende o consta de una secuencia de nucleétidos que tiene al menos un 80 %, un 90 %, un 91 %,
un 92 %, un 93 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %, un 97 %, un 98 %, un 99 % o un 100 % de identidad de
secuencia con los nucledtidos 171-277 de la SEC ID n.°: 14, los nucledtidos 171-274 de la SEC ID n.%: 19, los
nucledtidos 133-210 de la SEC ID n.°: 20, los nucleétidos 134-211 de la SEC ID n.°: 21, los nucleédtidos 134-226
de la SEC ID n.°: 22, los nucledtidos 134-226 de la SEC ID n.°: 23, los nucleétidos 133-225 de la SEC ID n.°: 24,
los nucledtidos 134-226 de la SEC ID n.°: 25, los nucledtidos 146-257 de la SEC ID n.°: 26 o los nucledtidos 147-
223 de la SEC ID n.%: 27.

[0103] También se prefiere dentro de este aspecto un elemento regulador de la expresion que es un elemento
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potenciador de la traduccion. Preferiblemente, un elemento potenciador de la traduccién permite un aumento en
la expresion de proteinas o polipéptidos de al menos un 5 %, un 10 %, un 15 %, un 20 %, un 30 %, un 40 %, un
50%, un 60 %, un 70%, un 80 %, un 90 %, un 100 %, un 200 %, un 300 %, un 500 %, un 1000 %, un 1500 % o
un 2000 % en comparacion con la expresion de dicha proteina o polipéptido que usa un constructo que solo
difiere en que esta libre de dicho elemento potenciador de la traduccion, preferiblemente cuando se ensaya en
un sistema tal como se muestra en los ejemplos que se incluyen en el presente documento. Mas
especificamente, preferiblemente la expresion de la secuencia de nucleétidos de interés que codifica fosfatasa
alcalina secretada (SeAP) se mide en un sistema celular de mamifero, mas preferiblemente en células CHO,
usando un vector de expresion ADNpc3.1 que comprende un elemento potenciador de la traduccién que se va a
ensayar y un promotor de CMV representado por la SEC ID n.°: 57, operativamente enlazado a dicha secuencia
de nucleétidos de interés. La expresion se mide preferiblemente midiendo la conversion de cualquier sustrato de
fosfatasa alcalina adecuado y los niveles de expresion se comparan con los niveles de expresion de dicha
secuencia de nucledtidos de interés que se miden en las mismas condiciones, excepto que el vector de
expresion estd libre de dicho elemento potenciador de la traducciéon que se va a ensayar.

[0104] Preferiblemente, dentro de este aspecto, dicho elemento potenciador de la traduccion comprende o
consta de una secuencia de nucleétidos que tiene al menos un 50 %, un 55 %, un 60 %, un 65 %, un 70 %, un
75 %, un 80 %, un 85 %, un 90 %, un 91 %, un 92 %, un 93 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %, un 97 %, un 98 %,
un 99 % o un 100 % de identidad con cualquiera de las SEC ID n.%: 3-51 en toda su longitud. Preferiblemente,
dicho elemento potenciador de la traducciéon comprende o consta de una secuencia de nucleétidos que tiene al
menos un 50 %, un 55 %, un 60 %, un 65 %, un 70 %, un 75 %, un 80 %, un 85 %, un 90 %, un 91 %, un 92 %,
un 93 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %, un 97 %, un 98 %, un 99 % o un 100 % de identidad con cualquiera de las
SEC ID n.°: 19 en toda su longitud. Mas preferiblemente, dicho elemento potenciador de la traduccion comprende
o consta de una secuencia de nucleétidos que tiene al menos un 90 % de identidad con la SEC ID n.°: 3-51 en
toda su longitud. También se prefiere dentro de este aspecto un elemento potenciador de la traducciéon que
comprende o consta de una secuencia de nucleétidos que comprende:

i) una secuencia de nucleétidos repetida GAA, una secuencia de nucleétidos rica en TC que comprende al
menos 8 nucledtidos C o T consecutivos, al menos 3 secuencias de nucledtidos ricas en A que comprenden
al menos 5 nucledtidos A consecutivos, una secuencia de nucleétidos rica en GT que comprende al menos
10 nucledtidos, al menos el 80 % de los cuales son nucledtidos G o T;

ii) una secuencia de nucleétidos rica en TC que comprende al menos 8 nucleétidos C o T consecutivos, al
menos 3 secuencias de nucledtidos ricas en A que comprenden al menos 5 nucledtidos A consecutivos, una
secuencia de nucleodtidos rica en GT que comprende al menos 10 nucledtidos, al menos el 80 % de los
cuales son nucleétidos G o T, dicho elemento potenciador de la expresién no comprende una secuencia de
nucleétidos repetida GAA,; o,

ii) una secuencia de nucledtidos repetida GAA, una secuencia de nucleétidos rica en TC que comprende al
menos 8 nucledtidos C o T consecutivos, al menos 3 secuencias de nucledtidos ricas en A que comprenden
al menos 5 nucledtidos A consecutivos, una secuencia de nucleétidos rica en GT que comprende al menos
10 nucleétidos, al menos el 80 % de los cuales son nucledtidos G o T, en donde dicha secuencia de
nucleotidos repetida GAA se encuentra en 3' de cualquiera de dichas secuencias de nucleétidos ricas en TC,
secuencias de nucleodtidos ricas en A y/o secuencias de nucleétidos ricas en GT.

[0105] La secuencia de nucledtidos repetida GAA, la secuencia de nucleétidos rica en TC, la secuencia de
nucleotidos rica en A, la secuencia de nucledtidos rica en GT ya se han definido en el presente documento en el
primer aspecto de la invencién. Estas definiciones también se aplican aqui.

[0106] Preferiblemente dentro de dicho aspecto, dicho elemento regulador adicional de la expresion comprende
un elemento potenciador de la traduccion tal como se define en el presente documento y una secuencia
intronica.

[0107] Preferiblemente dentro de dicho aspecto, dicho elemento regulador de la expresion adicional esta ubicado
dentro de un constructo de acidos nucleicos de la descripcion aguas abajo o en el sitio 3' de un promotor
heterélogo. Preferiblemente, dicho elemento regulador adicional de la expresién esta ubicado dentro de un
constructo de acidos nucleicos de la divulgacién aguas arriba o en el sitio 5' de una secuencia de acidos
nucleicos que codifica una proteina o un polipéptido de interés. Ademas, preferiblemente un constructo de acidos
nucleicos de la divulgacion comprende las siguientes secuencias de nucleétidos indicadas aqui en sus
posiciones relativas en la direccion 5 a 3" (i) un elemento potenciador de la expresién, (i) un promotor
heterélogo, opcionalmente (iii) un elemento regulador de expresién adicional, y opcionalmente (iv) una secuencia
de nucleétidos de interés, en donde preferiblemente dicho elemento potenciador de la expresién, dicho promotor
heterélogo y dicho elemento regulador de expresion adicional estan configurados para estar todos
operativamente enlazados a dicha secuencia de nucleétidos opcional de interés tal como se define mas adelante
en el presente documento. Debe entenderse que dicho elemento potenciador de la expresién, dicho promotor
heterélogo y, opcionalmente, dicho elemento regulador de la expresion adicional del constructo de acidos
nucleicos de la divulgacion estan todos configurados para estar operativamente enlazados a la misma secuencia
de nucledtidos sencilla de interés.
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[0108] Los inventores encontraron un efecto sinérgico inesperado cuando el elemento potenciador de la
expresion de la divulgacion se combina con un elemento regulador de la expresion adicional tal como se define
en el presente documento en un constructo de expresién para expresar una proteina o un polipéptido de interés.
En un grupo transfectado de manera estable con un elemento potenciador de la expresiéon y un elemento
regulador de la expresion adicional, el rendimiento de proteina fue significativamente mayor que el rendimiento
esperado basado en la suma de los efectos separados de cualquiera de los elementos. Preferiblemente, dicho
aumento de la expresién de proteinas o polipéptidos es independiente del nimero de copias segun lo
establecido por un ensayo adecuado para determinar la dependencia del numero de copias realizado por una
persona experta tal como, por ejemplo, un ensayo Tagman triplex tal como se detalla adicionalmente en el
ejemplo 4. Preferiblemente, dicho constructo de acidos nucleicos es un constructo recombinante y/o aislado tal
como se define en el presente documento. Preferiblemente, dicho constructo de acidos nucleicos comprende
ademas una secuencia de nucleétidos de interés operativamente enlazada y/o bajo el control de dicho elemento
potenciador de la expresion, dicho promotor heterélogo y opcionalmente dicho elemento regulador adicional de la
expresion tal como se define en el presente documento. La presencia de una secuencia de nucledtidos de
interés es opcional. «Opcional» debe entenderse en el presente documento como no necesariamente presente
en un constructo de expresion. Por ejemplo, dicha secuencia de nucledtidos de interés no necesita estar
presente en un vector de expresion comercializado, sino que una persona experta en la técnica puede
introducirla facilmente antes de usarla en un método de la divulgaciéon. Debe entenderse que dicho elemento
potenciador de la expresion, dicho promotor heterdlogo y, opcionalmente, dicho elemento regulador de la
expresion adicional estan configurados para estar operativamente enlazados a la misma secuencia de
nucleétidos sencilla de interés. Preferiblemente, dicho constructo de acidos nucleicos del décimo aspecto de la
divulgacion tiene al menos un 20%, un 25%, un 30%, un 35%, un 40%, un 45%, un 50%, 55%, un 60%, un 65%,
un 70%, un 75 %, un 80%, un 85%, un 90%, un 91%, un 92%, un 93%, un 94%, un 95%, un 96%, un 97%, un
98%, un 99% o un 100 % de identidad con las SEC ID n.° 73, 74, 75 0 76.

[0109] En una realizacion preferida dentro de este aspecto, dicha secuencia de nuclettidos de interés es una
secuencia que codifica una proteina o un polipéptido de interés. La proteina o el polipéptido de interés pueden
ser una proteina o un polipéptido homdlogos, pero en una realizacion preferida de la divulgacion, la proteina o el
polipéptido de interés son una proteina o un polipéptido heterélogos. Una secuencia de nucleétidos que codifica
una proteina o un polipéptido heterélogos puede derivarse total o parcialmente de cualquier fuente conocida en
la técnica, incluyendo un genoma o episoma bacteriano o viral, ADN eucariético nuclear o de plasmido, ADNc o
ADN sintetizado quimicamente. La secuencia de nucleétidos que codifica una proteina o un polipéptido de
interés puede constituir una regién codificante ininterrumpida o puede incluir uno o mas intrones unidos por
uniones de empalme apropiadas. Ademas puede estar compuesta por segmentos derivados de diferentes
fuentes, de origen natural o sintético. La secuencia de nucleétidos que codifica la proteina o el polipéptido de
interés segun el método de la divulgacién es preferiblemente una secuencia de nucleétidos de longitud completa,
pero también puede ser una parte funcionalmente activa u otra parte de dicha secuencia de nucleétidos de
longitud completa. La secuencia de nucleétidos que codifica la proteina o el polipéptido de interés también puede
comprender secuencias de sefial que dirigen la proteina o polipéptido de interés cuando se expresa en una
ubicacion especifica de la célula o tejido. Ademas, la secuencia de nucledtidos que codifica la proteina o el
polipéptido de interés también puede comprender secuencias que facilitan la purificacion de proteinas y la
deteccion de proteinas mediante, por ejemplo, transferencia de Western y ELISA (por ejemplo, secuencias de c-
myc o polihistidina).

[0110] La proteina o el polipéptido de interés en este aspecto ya se ha definido anteriormente aqui en el primer
aspecto de la invencion.

[0111] En una realizacién alternativa, dicha secuencia de nucleétidos de interés no es una secuencia codificante
para una proteina o un polipéptido, sino que puede ser una secuencia de nucleétidos funcional. Esta realizacion
alternativa de este aspecto ya se ha definido anteriormente aqui en el primer aspecto de la invencién.

Duodécimo aspecto

[0112] En un duodécimo aspecto, la presente divulgacion proporciona un vector de expresién que comprende un
constructo de acidos nucleicos segun el undécimo aspecto de la divulgaciéon. El vector de expresion de la
divulgacion es preferiblemente una secuencia de plasmido, cosmido o fago o nucleétido, lineal o circular, de un
ADN o ARN monocatenario o bicatenario, derivado de cualquier fuente, en el que varias secuencias de
nucleétidos se han unido o recombinado en un constructo Unico capaz de introducir cualquiera de las secuencias
de nucledtidos de la divulgacion en una célula en las orientaciones sentido o antisentido. La eleccion del vector
depende de los procedimientos recombinantes seguidos y de la célula huésped utilizada. El vector puede ser un
vector de replicacién auténoma o puede replicarse junto con el cromosoma en el que se ha integrado.
Preferiblemente, el vector contiene un marcador de seleccion. Los marcadores Utiles dependen de la célula
huésped elegida, son bien conocidos por los expertos en la técnica y se seleccionan de, entre otros, los
marcadores de seleccidon tal como se define en el tercer aspecto de la invenciéon. Un vector de expresion
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preferido es el vector de expresion ADNpc3.1. Los marcadores de seleccion preferidos son el gen de resistencia
a la neomicina, el gen de resistencia a la zeocina y el gen de resistencia a la blasticidina.

Decimotercer aspecto

[0113] En un decimotercer aspecto, la presente divulgacion proporciona una célula que comprende una molécula
de acidos nucleicos segun el décimo aspecto de la divulgacién y/o un constructo de acidos nucleicos segun el
undécimo aspecto de la divulgacién y/o un vector de expresion segun el duodécimo aspecto de la divulgacion tal
como se define en el presente documento. El tipo de célula dentro del contexto de este aspecto es el mismo que
el definido en el contexto del tercer aspecto. Por lo tanto, otro aspecto de la divulgacion se refiere a una célula
huésped que esta modifica genéticamente, preferiblemente mediante un método de la divulgacion, en el sentido
de que una célula huésped comprende un constructo de acidos nucleicos tal como se ha definido anteriormente
en el decimotercer aspecto. Para los procedimientos de transformacion en plantas, las bacterias adecuadas
incluyen Agrobacterium tumefaciens y Agrobacterium rhizogenes.

[0114] Un constructo de acidos nucleicos dentro del contexto de este decimotercer aspecto es como el del tercer
aspecto: preferiblemente se mantiene de manera estable, ya sea como un elemento de replicacién auténoma, o,
mas preferiblemente, el constructo de acidos nucleicos se integra en el genoma de la célula huésped, en cuyo
caso el constructo generalmente se integra en posiciones aleatorias en el genoma de la célula huésped, por
ejemplo, mediante recombinacién no homodloga. Las células huésped transformadas de forma estable se
producen mediante métodos conocidos. La definicion del término transformacién estable y los métodos incluidos
para la transformacioén estable ya se han proporcionado bajo el tercer aspecto.

[0115] Alternativamente, una proteina o un polipéptido de interés pueden expresarse en una célula huésped, por
ejemplo, una célula de mamifero, apoyandose en la expresion transitoria de los vectores.

[0116] Un constructo de acidos nucleicos segun este aspecto preferiblemente también comprende un gen
marcador que puede proporcionar capacidad de seleccién o cribado en una célula huésped tratada.

[0117] Todas las definiciones relacionadas con marcadores seleccionables y tipos de marcadores
seleccionables, incluyendo el ejemplo del uso del gen de la luciferasa como marcador seleccionable, el ejemplo
de una primera categoria de marcador basada en el metabolismo celular y el uso de una linea celular mutante
que carece de la capacidad para crecer independientemente de un medio complementado y el ejemplo de
seleccién dominante ya se han proporcionado en el tercer aspecto. También se aplican aqui en el decimotercer
aspecto de la divulgacion.

[0118] Cuando se obtiene una célula huésped transformada con un método segun la divulgacion (véase mas
adelante), se puede regenerar un tejido huésped a partir de dicha célula transformada en un medio adecuado,
que opcionalmente puede contener antibidticos o biocidas conocidos en la técnica para la seleccion de células
transformadas.

[0119] Los tejidos huésped transformados resultantes se identifican preferiblemente mediante seleccion usando
un gen marcador de seleccidon presente en un constructo de acidos nucleicos tal como se define en el presente
documento.

Decimocuarto aspecto

[0120] En un decimocuarto aspecto, la presente divulgacidon proporciona un método para expresar y
opcionalmente purificar una proteina o un polipéptido de interés que comprende el paso de:

a. proporcionar un constructo de acidos nucleicos segun el undécimo aspecto de la divulgacion que
comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina o un polipéptido de interés; vy,

b. poner en contacto una célula con dicho constructo de &cidos nucleicos para obtener una célula
transformada; y,

c. permitir que dicha célula transformada exprese la proteina o polipéptido de interés; y opcionalmente

d. purificar dicha proteina o polipéptido de interés.

[0121] En una realizacion preferida del método segun la divulgacion, se usa un constructo de acidos nucleicos tal
como se ha definido anteriormente en el undécimo aspecto de la divulgacion. El método de la divulgacion puede
ser un meétodo in vitro o ex vivo. El método de la divulgacién se puede aplicar en un cultivo celular, cultivo de
organismos o cultivo de tejidos. Alternativamente, junto a la expresién en células huésped, la proteina o el
polipéptido de interés pueden producirse en sistemas de traduccion sin células usando ARN derivados de los
constructos de acidos nucleicos de la presente divulgacion. EI método de la divulgacién puede ejecutarse en
células cultivadas.

[0122] El experto en la técnica es capaz de transformar células segun el paso b). Los métodos de transformacioén
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que se usan en el paso b) incluyen, entre otros, la transferencia de ADN purificado a través de reactivos lipidicos
catidnicos y polietilenimida (PEI), coprecipitacion de fosfato de calcio, bombardeo de microparticulas,
electroporacion de protoplastos y microinyeccion o uso de fibras de silicio para facilitar la penetraciéon y
transferencia de ADN en la célula huésped.

[0123] En el paso c) se permite que la célula transformada exprese la proteina o el polipéptido de interés, y
opcionalmente dicha proteina o polipéptido se recupera a continuacion. Por ejemplo, la célula transformada
puede someterse a condiciones que producen la expresién de la proteina o el polipéptido de interés. Los
expertos en la técnica conocen bien las técnicas que se van a utilizar para expresar o sobreexpresar la proteina
o el polipéptido de interés. Los métodos en los que la célula transformada no necesita someterse a condiciones
especificas que producen la expresion de la proteina o el polipéptido de interés pero en los que la proteina o el
polipéptido de interés se expresan automaticamente (por ejemplo, constitutivamente), también se incluyen en el
método de la presente divulgacion.

[0124] Los pasos de purificaciéon y las definiciones relacionadas con estos pasos, por ejemplo, la definicion de
una proteina o un polipéptido aislado, son los mismos que en el método del cuarto aspecto y se han definido
anteriormente en el presente documento. Si se desea tal como se define en el método del cuarto aspecto, la
secuencia de nucledtidos que codifica una proteina o un polipéptido de interés se puede ligar a una secuencia de
nucleétidos heterdéloga para codificar una proteina o un polipéptido de fusién para facilitar la purificaciéon y la
deteccion de proteinas, por ejemplo, en transferencia Western y en un ELISA. Las secuencias heterdlogas
adecuadas incluyen, entre otras, las secuencias de nucleétidos que codifican proteinas tales como, por ejemplo,
glutation-S-transferasa, proteina de unién a maltosa, polihistidina de unién a metal, proteina fluorescente verde,
luciferasa y beta-galactosidasa. La proteina o el polipéptido también se pueden acoplar a vehiculos, etiquetas o
marcadores no peptidicos que facilitan el rastreo de la proteina o el polipéptido, tanto in vivo como in vitro, y
permiten la identificacion y la cuantificacion de la uniéon de la proteina o el polipéptido a sustratos. Dichas
etiquetas, marcadores o vehiculos son bien conocidos en la técnica e incluyen, entre otros, biotina, marcadores
radiactivos y marcadores fluorescentes.

[0125] Preferiblemente, el método de este decimocuarto aspecto de la divulgacion permite un aumento en la
expresion de una proteina o un polipéptido de interés. Preferiblemente, los niveles de expresion se establecen en
un sistema de expresion usando un constructo de expresion segun el undécimo aspecto de la divulgacion que
comprende un elemento potenciador de la expresion y un promotor heterélogo operativamente enlazado a una
secuencia de nucleétidos que codifica una proteina o un polipéptido de interés segun el undécimo aspecto de la
divulgacion. Preferiblemente, dicha proteina o polipéptido de interés es una proteina o un polipéptido secretado y
la expresion de dicha proteina o polipéptido de interés se detecta mediante un ensayo adecuado tal como un
ensayo ELISA, una transferencia de Western o, dependiendo de la identidad de la proteina o polipéptido de
interés, cualquier ensayo de identificacion y/o cuantificacion de proteinas adecuado conocido por el experto en la
técnica. Preferiblemente, el método de la divulgacion permite un aumento en la expresion de proteinas o
polipéptidos de al menos un 5 %, un 10 %, un 15 %, un 20 %, un 30 %, un 40 %, un 50%, un 60 %, un 70%, un
80 %, un 90 %, un 100 %, un 200 %, un 300 %, un 500 %, un 1000 %, un 1500 % o un 2000 % en comparacién
con un método que solo difiere en que se utiliza un constructo en el paso a) que esta libre de dicho elemento
potenciador de la expresion, preferiblemente cuando se ensaya en un sistema tal como se muestra en los
ejemplos que se incluyen en el presente documento. Mas especificamente, preferiblemente la expresion de la
secuencia de nucleotidos de interés que codifica fosfatasa alcalina secretada (SeAP) se mide en un sistema de
células de mamifero, mas preferiblemente en células CHO, usando un vector de expresion ADNpc3.1 que
comprende un elemento potenciador de la expresidon que se va a ensayar y un promotor de CMV representado
por la SEC ID n.°: 57, operativamente enlazado a dicha secuencia de nucleotidos de interés. La expresion se
mide preferiblemente midiendo la conversién de cualquier sustrato de fosfatasa alcalina adecuado y los niveles
de expresion se comparan con los niveles de expresién de dicha secuencia de nucledtidos de interés que se
miden en las mismas condiciones, excepto que el vector de expresion esta libre de dicho elemento potenciador
de la expresién que se va a ensayar. Preferiblemente, dicho aumento de la expresion de proteinas o polipéptidos
es independiente del niumero de copias segun lo establecido por un ensayo adecuado para determinar la
dependencia del numero de copias realizado por una persona experta tal como, por ejemplo, un ensayo Tagman
triplex tal como se detalla adicionalmente en el ejemplo 4.

Decimoquinto aspecto

[0126] En un decimoquinto aspecto, la presente divulgacion proporciona un método para expresar una proteina o
un polipéptido de interés en un organismo, que comprende los pasos de:

a) proporcionar un constructo de acidos nucleicos segun el undécimo aspecto que comprende una
secuencia de nucledtidos que codifica una proteina o un polipéptido de interés de la divulgacion; y,

b) poner en contacto una célula diana y/o tejido diana de un organismo con dicho constructo de acidos
nucleicos para obtener una célula diana transformada y/o tejido diana transformado, permitiendo que dicha
célula transformada exprese la proteina o el polipéptido de interés; y opcionalmente
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c) permitir que dicha célula diana transformada se desarrolle en un organismo transformado; vy,
opcionalmente,

d) permitir que dicho organismo transformado exprese la proteina o el polipéptido de interés, por ejemplo,
sometiendo dicho organismo transformado a condiciones que produzcan la expresion de la proteina o el
polipéptido de interés, y opcionalmente recuperar dicha proteina o polipéptido.

[0127] La célula diana puede ser una célula diana embrionaria, p. €j., una célula madre embrionaria, por ejemplo,
derivada de un mamifero no humano, tal como de las especies bovina, porcina, etc. Preferiblemente, dicha célula
diana no es una célula madre embrionaria humana. En el caso de un hongo multicelular, dicha célula diana
puede ser una célula fingica que puede proliferar en dicho hongo multicelular. Cuando se obtiene un tejido
vegetal transformado o una célula vegetal (por ejemplo, trozos de hoja, segmentos de tallo, raices, pero también
protoplastos o células vegetales cultivadas por suspensién) con este método segun la divulgacion, se pueden
regenerar plantas enteras a partir de dicho tejido o célula transformados en un medio adecuado, que
opcionalmente puede contener antibiéticos o biocidas conocidos en la técnica para la seleccion de células
transformadas. Este método de la divulgacion se puede aplicar en vacunacion basada en acidos nucleicos y/o
terapia génica preferiblemente en un mamifero, mas preferiblemente en un ser humano. En la presente
divulgacion se incluye un método de tratamiento que comprende el método del presente aspecto, en el que la
proteina o polipéptido de interés es una proteina o polipéptido terapéutico y/o inmunogénico. La divulgacion
también se refiere a un constructo del undécimo aspecto de la divulgacion para el tratamiento, en el que la
proteina o polipéptido de interés es una proteina o polipéptido terapéutico y/o inmunogénico. Ademas, la
divulgacion también se refiere a un constructo del undécimo aspecto de la divulgacion para la fabricaciéon de un
medicamento, en el que la proteina o polipéptido de interés es una proteina o polipéptido terapéutico y/o
inmunogénico.

[0128] Ademas, una realizacion de la divulgacién es un organismo transformado no humano. Dicho organismo se
transforma con una secuencia de nucleétidos, un constructo de acidos nucleicos recombinante o un vector segun
la presente divulgacion, y es capaz de producir el polipéptido de interés. Esto incluye un organismo transgénico
no humano, tal como un mamifero transgénico no humano, una planta transgénica (incluyendo la propagacion, la
cosecha y el material de tejido de dicha planta transgénica, que incluye, entre otros, hojas, raices, brotes y
flores), un hongo multicelular y similares.

[0129] Preferiblemente, el método de este aspecto de la divulgaciéon permite un aumento en la expresion de una
proteina o un polipéptido de interés en dicho organismo o al menos en un tejido u organulo u érgano de dicho
organismo. Preferiblemente, los niveles de expresion se establecen en un sistema de expresion usando un
constructo de expresiéon segun el undécimo aspecto de la divulgacion que comprende un elemento potenciador
de la expresién y un promotor heterélogo operativamente enlazado a una secuencia de nucleétidos que codifica
una proteina o un polipéptido de interés segun el undécimo aspecto de la divulgacion. Preferiblemente, dicha
proteina o polipéptido de interés es una proteina o un polipéptido secretado y la expresién de dicha proteina o
polipéptido de interés se detecta mediante un ensayo adecuado tal como un ensayo ELISA, una transferencia de
Western o, dependiendo de la identidad de la proteina o polipéptido de interés, cualquier ensayo de identificacion
y/o cuantificacion de proteinas adecuado conocido por el experto en la técnica. Preferiblemente, este método de
la divulgacion permite un aumento en la expresiéon de proteinas o polipéptidos de al menos un 5 %, un 10 %, un
15 %, un 20 %, un 30 %, un 40 %, un 50%, un 60 %, un 70%, un 80 %, un 90 %, un 100 %, un 200 %, un 300 %,
un 500 %, un 1000 %, un 1500 % o un 2000 % en dicho organismo o al menos en un tejido u organulo u érgano
de dicho organismo en comparacién con un método que solo difiere en que se utiliza un constructo en el paso a)
que esta libre de dicho elemento potenciador de la expresion, preferiblemente cuando se prueba en un sistema
tal como se muestra en los ejemplos que se incluyen en el presente documento. Mas especificamente,
preferiblemente la expresion de la secuencia de nucledtidos de interés que codifica fosfatasa alcalina secretada
(SeAP) se mide en un sistema de células de mamifero, mas preferiblemente en células CHO, usando un vector
de expresion ADNpc3.1 que comprende un elemento potenciador de la expresion que se va a ensayar y un
promotor de CMV representado por la SEC ID n.°: 57, operativamente enlazado a dicha secuencia de
nucleétidos de interés. La expresion se mide preferiblemente midiendo la conversion de cualquier sustrato de
fosfatasa alcalina adecuado y los niveles de expresion se comparan con los niveles de expresion de dicha
secuencia de nucledtidos de interés que se miden en las mismas condiciones, excepto que el vector de
expresion estd libre de dicho elemento potenciador de la expresién que se va a ensayar.

[0130] Preferiblemente, dicho aumento de la expresion de proteinas o polipéptidos es independiente del nimero
de copias segun lo establecido por un ensayo adecuado para determinar la dependencia del nimero de copias
realizado por una persona experta tal como, por ejemplo, un ensayo Tagman triplex tal como se detalla
adicionalmente en el ejemplo 4 de la presente divulgacion.

Decimosexto aspecto

[0131] En un decimosexto aspecto, la presente divulgacion proporciona un método para la transcripcion y
opcionalmente la purificacion del transcrito producido que comprende el paso de:
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a) proporcionar un constructo de acidos nucleicos segun el undécimo aspecto que comprende una
secuencia de nucledtidos de interés de la divulgacion; vy,

b) poner en contacto una célula con dicho constructo de acidos nucleicos para obtener una célula
transformada; y,

c) permitir que dicha célula transformada produzca un transcrito de la secuencia de nucleétidos de interés; y
opcionalmente

d) purificar dicha transcrito producido.

[0132] En una realizacion preferida de este método segun la divulgacion, se usa un constructo de acidos
nucleicos tal como se ha definido anteriormente en el undécimo aspecto. El método de la divulgaciéon puede ser
un método in vitro o ex vivo. El método de la divulgacion se puede aplicar en un cultivo celular, cultivo de
organismos o cultivo de tejidos. EI método de la divulgacién se puede aplicar en vacunacion basada en acidos
nucleicos y/o terapia génica preferiblemente en un mamifero, preferiblemente en un ser humano. En la presente
divulgacion se incluye un método para el tratamiento que comprende o consta del método del presente aspecto,
en el que la secuencia de nucleétidos de interés codifica un transcrito terapéutico. La divulgacion también se
refiere a un constructo del undécimo aspecto de la divulgacion para su uso en el tratamiento, en el que la
secuencia de nucledtidos de interés codifica un transcrito terapéutico. Ademas, la divulgacion también se refiere
a un constructo del undécimo aspecto de la divulgacion para la fabricaciéon de un medicamento, en el que la
secuencia de nucledtidos de interés codifica un transcrito terapéutico.

[0133] El experto en la técnica es capaz de transformar células segun el paso b). Los métodos de transformacién
que se usan en el paso b) incluyen, entre otros, la transferencia de ADN purificado a través de reactivos lipidicos
catidnicos y polietilenimida (PEI), coprecipitacion de fosfato de calcio, bombardeo de microparticulas,
electroporacion de protoplastos y microinyeccion o uso de fibras de silicio para facilitar la penetracion y
transferencia de ADN en la célula huésped.

[0134] En el paso c) se permite que la célula transformada produzca un transcrito de la secuencia de nucleétidos
de interés y opcionalmente el transcrito producido se recupera posteriormente. Por ejemplo, la célula
transformada puede someterse a condiciones que producen la transcripciéon de la secuencia de nucleétidos de
interés. Los expertos en la técnica conocen bien las técnicas que se van a utilizar para la transcripcion de la
secuencia de nucleétidos de interés. Los métodos en los que la célula transformada no necesita someterse a
condiciones especificas que producen la transcripcion de la secuencia de nucledtidos de interés, pero en los que
la secuencia de nucleétidos de interés se transcribe automaticamente (por ejemplo, constitutivamente), también
se incluyen en el método de la presente divulgacion.

[0135] Los pasos de purificacion dependen del transcrito producido. El término «aislamiento» indica que el
transcrito se encuentra en una condicion distinta de su entorno nativo. En una forma preferida, el transcrito
aislado esta sustancialmente libre de otros componentes celulares, particularmente otros componentes celulares
homdélogos tales como proteinas homdlogas. Se prefiere proporcionar el transcrito en una forma con una pureza
superior al 40 %, mas preferiblemente en una forma con una pureza superior al 60 %. Incluso mas
preferiblemente, se prefiere proporcionar el transcrito en una forma altamente purificada, es decir, con una
pureza superior al 80 %, mas preferiblemente con una pureza superior al 90 % e incluso mas preferiblemente
con una pureza superior al 99 %, segun se determina mediante transferencia Northern.

[0136] Preferiblemente, el método de este aspecto de la divulgacion permite un aumento en la transcripciéon de
una secuencia de nucleétidos de interés. Preferiblemente, los niveles de transcripcion se establecen en un
sistema de expresién usando un constructo de expresion segun el segundo aspecto de la divulgacion que
comprende un elemento potenciador de la expresion y un promotor heterélogo operativamente enlazado a una
secuencia de nucledtidos de interés segin el segundo aspecto de la divulgacion. Preferiblemente, la
transcripcion de dicha secuencia de nucleétidos de interés se detecta mediante un ensayo adecuado tal como
RT-gPCR. Preferiblemente, el método de la divulgacion permite un aumento en la transcripciéon de al menos un 5
%, un 10 %, un 15 %, un 20 %, un 30 %, un 40 %, un 50%, un 60 %, un 70%, un 80 %, un 90%, un 100 %, un
200 %, un 300 %, un 500 %, un 1000 %, un 1500 % o un 2000 % en comparacién con un método que solo difiere
en que se utiliza un constructo en el paso a) que esta libre de dicho elemento potenciador de la expresion,
preferiblemente cuando se ensaya en un sistema tal como se muestra en los ejemplos que se incluyen en el
presente documento. Mas especificamente, preferiblemente la transcripcion de una secuencia de nucleétidos de
interés que codifica fosfatasa alcalina secretada (SeAP) se mide en un sistema celular de mamifero, mas
preferiblemente en células CHO, usando un vector de expresién ADNpc3.1 que comprende un elemento
potenciador de la expresién que se va a ensayar y un promotor de CMV representado por la SEC ID n.°: 57,
operativamente enlazado a dicha secuencia de nucleétidos de interés. La transcripcién se mide preferiblemente
usando RT-qPCR y los niveles de transcripcion se comparan con los niveles de transcripcion de dicha secuencia
de nucledtidos de interés medida en las mismas condiciones, excepto que el vector de expresion usado esta libre
de dicho elemento potenciador de la expresién que se va a ensayar.

Decimoséptimo aspecto
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[0137] En un decimoséptimo aspecto, la presente divulgacion proporciona un uso de una molécula de acidos
nucleicos segun el décimo aspecto de la divulgacion y/o un uso de un constructo de acidos nucleicos segun el
undécimo aspecto de la divulgacion y/o un uso de un vector de expresion segun el duodécimo aspecto de la
divulgacion y/o un uso de una célula segun el decimotercer aspecto de la divulgacion, para la transcripcion de
una secuencia de nucleétidos de interés y/o la expresion de una proteina o un polipéptido de interés.

Decimoctavo aspecto

[0138] En un decimoctavo aspecto, la presente divulgacion proporciona una molécula de acidos nucleicos de
acuerdo con el décimo aspecto de la divulgacion y/o un constructo de acidos nucleicos segun el undécimo
aspecto de la divulgacién y/o un vector de expresion segun el duodécimo aspecto de la divulgacion y/o una
célula de acuerdo con el decimotercer aspecto de la divulgacién para su uso como medicamento. La divulgacion
también se refiere a un método de tratamiento que comprende la administracion de una molécula de acidos
nucleicos segun el décimo aspecto de la divulgacion, y/o de un constructo de acidos nucleicos segun el
undécimo aspecto de la divulgacion y/o un vector de expresion segun el duodécimo aspecto de la divulgacion y/o
una célula segun el decimotercer aspecto de la divulgacion, en donde preferiblemente dicha administracion se
realiza a un mamifero, mas preferiblemente a un humano. Preferiblemente, dicho tratamiento es una vacunacion
basada en acidos nucleicos y/o terapia génica preferiblemente en un mamifero, mas preferiblemente en un ser
humano. Ademas, la divulgacion se refiere al uso de una molécula de acidos nucleicos segun el décimo aspecto
de la divulgacion y/o el uso de un constructo de acidos nucleicos segun el undécimo aspecto de la divulgacion
y/o el uso de un vector de expresién segun el duodécimo aspecto de la divulgacién y/o el uso de una célula
segun el decimotercer aspecto de la divulgacion para la preparacion de un medicamento. Preferiblemente dicho
medicamento es para vacunacion basada en &acidos nucleicos y/o terapia génica preferiblemente en un
mamifero, mas preferiblemente en un ser humano.

Definiciones

[0139] La frase «acido nucleico», tal como se usa en el presente documento, se refiere a un oligonucleétido o
polinucleétido sintético o natural, ya sea ADN o ARN o hibrido de ADN-ARN, monocatenario o bicatenario,
sentido o antisentido, que es capaz de hibridarse con un acido nucleico complementario mediante apareamiento
de bases Watson-Crick. Un acido nucleico de la invencion se modifica preferiblemente en comparacion con su
contrapartida natural cuando comprende al menos 1, 2, 3, 4, 5, 10, 20, 30 o 50 mutaciones de nucledtidos en
comparacion con su contrapartida natural. Preferiblemente, un acido nucleico de la invencién no se produce en la
naturaleza. Los acidos nucleicos de la invencion también pueden incluir analogos de nucleétidos (por ejemplo,
BrdU) y enlaces internucleosidicos no fosfodiéster (por ejemplo, enlaces de acido peptidonucleico (APN) o
tiodiéster). En particular, los acidos nucleicos pueden incluir, entre otros, ADN, ARN, ADNc, ADNg, ADNmc,
ADNbc, ARNmc, ARNbc, ARN no codificante, ARNnh, ARNpre-m, ARNm madurado o cualquier combinacién de
los mismos. Los términos «secuencia de acidos nucleicos» y «secuencia de nucleétidos» tal como se usan en el
presente documento son intercambiables y tienen su significado habitual en la técnica. El término se refiere a
una molécula de ADN o ARN en forma monocatenaria o bicatenaria. Una «secuencia de acidos nucleicos
aislada» se refiere a una secuencia de acidos nucleicos que ya no se encuentra en el entorno natural del que se
aislé. Una molécula de acidos nucleicos esta representada por una secuencia de nucleotidos. Ademas, un
elemento tal como, por ejemplo, un elemento potenciador de la expresién y un elemento regulador de la
transcripcion esté representado por una secuencia de nucledétidos.

[0140] Un «constructo recombinante» (o constructo quimérico) se refiere a cualquier secuencia o molécula de
acidos nucleicos, que normalmente no se encuentra en la naturaleza en una especie, en particular una
secuencia, molécula o gen de acidos nucleicos en el que estan presentes una o mas partes de la secuencia de
acidos nucleicos que no estan asociadas entre si en la naturaleza. Por ejemplo, un constructo recombinante
comprende un promotor que no estd asociado en la naturaleza con parte o la totalidad de la regién transcrita o
con otra region reguladora comprendida dentro de dicho constructo recombinante. Se entiende que el término
«constructo recombinante» incluye constructos de expresién en los que un promotor o una secuencia reguladora
de la expresién estan operativamente enlazados a una o varias secuencias sentido (por ejemplo, secuencias
codificantes) o antisentido (complemento inverso de la cadena sentido) o secuencia de repeticion invertida
(sentido y antisentido, en donde el transcrito de ARN forma ARN bicatenario tras la transcripcion) o cualquier otra
secuencia que codifique una molécula de ARN funcional.

[0141] Un «constructo de acidos nucleicos» se define como un polinucledtido que se aisla de un gen natural o
que se ha modificado para contener segmentos de polinucleétidos que se combinan o yuxtaponen de una
manera que de otra manera no existiria en la naturaleza. Opcionalmente, un polinucleétido presente en un
constructo de acidos nucleicos esta operativamente enlazado a una o més secuencias de control, que dirigen la
produccion o transcripcién de una secuencia de nucledtidos de interés y/o la expresion de un péptido o
polipéptido de interés en una célula o en un sujeto.

[0142] Se entiende que un «vector» o «plasmido»" significa una molécula de acidos nucleicos artificial
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(generalmente circular) que resulta del uso de tecnologia de ADN recombinante y que se usa para administrar
ADN exdgeno a una célula huésped. Los vectores generalmente comprenden elementos genéticos adicionales
para facilitar su uso en la clonaciéon molecular, como p. ej., marcadores seleccionables, sitios de clonacion
multiples y similares (ver mas adelante). Un constructo de acidos nucleicos también puede ser parte de un vector
virico recombinante para la expresion de una proteina en una planta o célula vegetal (por ejemplo, un vector
derivado del virus del mosaico de la coliflor, CaMV o el virus del mosaico del tabaco, TMV) o en un organismo
mamifero o un sistema celular mamifero (por ejemplo, un vector derivado del virus de la leucemia murina de
Moloney (MMLYV; un retrovirus), un lentivirus, un virus adenoasociado (AAV) o un adenovirus (AdV)).

[0143] Una «célula transformada» es un término que se refiere a una nueva célula (u organismo) individual, que
surge como resultado de la introduccion en dicha célula de al menos una molécula de acidos nucleicos, que
comprende especialmente un constructo quimeérico o recombinante que codifica una proteina o una secuencia de
acidos nucleicos deseadas que tras la transcripcion produce un ARN antisentido para silenciar un gen
diana/familia de genes. La célula huésped puede ser una célula vegetal, una célula bacteriana (por ejemplo, una
cepa de Agrobacterium), una célula fangica (que incluye una célula de levadura), una célula animal (que incluye
insectos, mamiferos), etc. La célula transformada puede contener el constructo de acidos nucleicos como una
molécula replicante extracromosémica (episomal), como una molécula no replicante o comprende el constructo
recombinante integrado en el ADN nuclear o de organulo de la célula huésped. El término «organismoy, tal como
se usa en el presente documento, abarca todos los organismos que consisten en mas de una célula, es decir
organismos multicelulares, e incluye hongos multicelulares. «Transformacién» y «transformado» se refieren a la
transferencia de una secuencia de acidos nucleicos, generalmente una secuencia de acidos nucleicos que
comprende un constructo recombinante o un gen de interés (GOI), en el genoma nuclear de una célula para
crear una célula u organismo «transgénico» que comprende un transgén. La secuencia de acidos nucleicos
introducida generalmente esta integrada en el genoma del huésped, pero no siempre. Cuando la secuencia de
acidos nucleicos introducida no esta integrada en el genoma del huésped, se puede hablar de «transfecciony,
«transfectada transitoriamente» y «transfectada». Para los fines de la presente memoria descriptiva de la
patente, los términos «transformacion», «transfectado transitoriamente» y «transfeccién» se usan indistintamente
y se refieren a la presencia estable o transitoria de una secuencia de acidos nucleicos en una célula u
organismo. Cuando la célula es una célula bacteriana, el término generalmente se refiere a un vector
extracromosomico, autorreplicante, que alberga una resistencia a los antibiéticos seleccionable.

[0144] La «identidad de secuencia» o «identidad» en el contexto de la secuencia de aminoacidos o de &cidos
nucleicos se define en el presente documento como una relaciéon entre dos o mas secuencias de aminoacidos
(péptidos, polipéptidos o proteinas) o dos o mas acidos nucleicos (nucleotidos, secuencias de polinucleétidos),
segun lo determinado mediante la comparacién de las secuencias. En la técnica, «identidad» también significa el
grado de relacion de secuencia entre las secuencias de aminoacidos o nucleétidos, segun sea el caso, de
acuerdo con lo determinado mediante la coincidencia entre cadenas de tales secuencias. Dentro de la presente
invencion, la identidad de secuencia con una secuencia particular indicada con una SEC ID n.° particular significa
preferiblemente identidad de secuencia en toda la longitud de dicha secuencia de polipéptidos o polinucleétidos
particular indicada con dicha SEC ID n.° particular. Sin embargo, la identidad de secuencia con una secuencia
particular indicada con una SEC ID n.° particular también puede significar que la identidad de secuencia se
evalla sobre una parte de dicha SEC ID n.°. Una parte puede significar al menos un 50 %, un 60 %, un 70 %, un
80 %, un 90 % o un 95 % de la longitud de dicha SEC ID n.°. La informacién de secuencia que se proporciona en
este documento no debe interpretarse tan estrictamente como para requerir la inclusion de bases identificadas
erroneamente. La persona experta en la técnica es capaz de identificar tales bases identificadas erroneamente y
sabe como corregir dichos errores.

[0145] Cualquier secuencia de nucledtidos capaz de hibridarse con las secuencias de nucleétidos de la invencién
se define como parte de los elementos de accion en cis de la invencion. Las condiciones de hibridacion rigurosas
se definen en el presente documento como condiciones que permiten que una secuencia de acidos nucleicos de
al menos 25, preferiblemente 50, 75 o 100 y mas preferiblemente 150 o mas nucledtidos, se hibride a una
temperatura de aproximadamente 65 °C o de 65 °C en una solucién que comprende aproximadamente 1 M de
sal o 1 M de sal, preferiblemente 6 x SSC o cualquier otra solucién que tenga una fuerza iénica comparable, y se
lave a 65 °C en una solucion que comprende aproximadamente 0.1 M de sal, o 0.1 M de sal o menos,
preferiblemente 0.2 x SSC o cualquier otra solucién que tenga una fuerza idnica comparable. Preferiblemente, la
hibridacion se realiza durante la noche, es decir al menos durante 10 horas y preferiblemente el lavado se realiza
durante al menos una hora con al menos dos cambios de la solucién de lavado. Estas condiciones generalmente
permitiran la hibridacion especifica de secuencias que tienen aproximadamente un 90 % o mas de identidad de
secuencia o al menos un 90 % de identidad de secuencia. Las condiciones de hibridacion moderadas se definen
en el presente documento como condiciones que permiten que una secuencia de acidos nucleicos de al menos
50, preferiblemente 150 o mas nucleoétidos, se hibride a una temperatura de aproximadamente 45 °C o de 45 °C
en una solucion que comprende aproximadamente 1 M de sal o 1 M de sal, preferiblemente 6 x SSC o cualquier
otra soluciéon que tenga una fuerza iénica comparable, y se lave a temperatura ambiente en una soluciéon que
comprende aproximadamente 1 M de sal, o 1 M de sal preferiblemente 6 x SSC o cualquier otra soluciéon que
tenga una fuerza iénica comparable. Preferiblemente, la hibridacion se realiza durante la noche, es decir al
menos durante 10 horas y preferiblemente el lavado se realiza durante al menos una hora con al menos dos
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cambios de la solucion de lavado. Estas condiciones generalmente permitiran la hibridacion especifica de
secuencias que tienen una identidad de secuencia de hasta un 50 %. La persona experta en la materia podra
modificar estas condiciones de hibridacion para identificar especificamente secuencias que varian en identidad
entre un 50 % y un 90 %.

[0146] La «identidad» se puede calcular facilmente mediante métodos conocidos, incluidos, entre otros, los
descritos en Computational Molecular Biology, Lesk, A. M., ed., Oxford University Press, Nueva York, 1988;
Biocomputing: Informatics andGenome Projects, Smith, D. W., ed., Academic Press, Nueva York, 1993;
Computer Analysis of Sequence Data, Parte I, Griffin, A. M. y Griffin, H. G., eds., Humana Press, Nueva Jersey,
1994; Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heine, G., Academic Press, 1987; y Sequence Analysis
Primer, Gribskov, M. y Devereux, J., eds., M Stockton Press, Nueva York, 1991; y Carillo, H. y Lipman, D., SIAM
J. Applied Math., 48: 1073 (1988).

[0147] Los métodos preferidos para determinar la identidad estan disefiados para proporcionar la mayor
coincidencia entre las secuencias ensayadas. Los métodos para determinar la identidad y la similitud se codifican
en programas informaticos disponibles para el publico. Los métodos informaticos preferidos para determinar la
identidad y similitud entre dos secuencias incluyen, p. €j., el paquete del programa GCG (Devereux, J., et al.,
Nucleic Acids Research 12 (1): 387 (1984)), BestFit, BLASTP, BLASTN y FASTA (Altschul, S. F. et al., J. Mol.
Biol. 215: 403-410 (1990) EI programa BLAST X esta disponible publicamente en NCBI y otras fuentes (BLAST
Manual, Altschul, S., et al., NCBI NLM NIH Bethesda, MD 20894; Altschul, S., et al., J. Mol. Biol. 215: 403-410
(1990) EI conocido algoritmo Smith Waterman también se puede usar para determinar la identidad.

[0148] Los parametros preferidos para la comparacion de secuencias de polipéptidos incluyen los siguientes:
Algoritmo: Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 48: 443-453 (1970); matriz de comparacion: BLOSSUM62 de
Hentikoff y Hentikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. 89: 10915-10919 (1992); penalizacion de gap: 12; y
penalizacién de longitud de gap: 4. Un programa util con estos parametros esté disponible para el publico como
el programa «Ogap» de Genetics Computer Group, ubicado en Madison, WI. Los parametros antes mencionados
son los parametros predeterminados para las comparaciones de aminodacidos (junto con ausencia de
penalizacion de gaps finales).

[0149] Los parametros preferidos para la comparaciéon de acidos nucleicos incluyen los siguientes: Algoritmo:
Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 48: 443-453 (1970); matriz de comparacioén: coincidencias = + 10, falta de
coincidencia = 0; penalizacion de gap: 50; penalizacion de longitud de gap: 3. Disponible como el programa Gap
de Genetics Computer Group, ubicado en Madison, Wisconsin. Los parametros predeterminados para las
comparaciones de acido nucleico son los anteriores.

[0150] EI programa y el parametro preferidos para evaluar la identidad de la comparacion de acidos nucleicos se
calculan utilizando el algoritmo de alineacion de nucleétidos EMBOSS Needle con los siguientes parametros:
matriz DNAfull con las siguientes penalizaciones de gap: abierto = 10; extension = 0.5 tal como se lleva a cabo
en el ejemplo 9.

[0151] El término «derivado de» en el contexto de la derivacion a partir de un gen o secuencia de origen natural
particular se define en el presente documento de modo que esta sintetizado quimicamente de acuerdo con un
gen o secuencia natural y/o aislado y/o purificado a partir de un gen o secuencia de origen natural. Las técnicas
para sintesis quimica, aislamiento y/o purificacion de moléculas de acidos nucleicos son bien conocidas en la
técnica. En general, una secuencia derivada es una secuencia parcial del gen o secuencia de origen natural o
una fraccién del gen o secuencia de origen natural. Opcionalmente, la secuencia derivada comprende
sustituciones o mutaciones de acidos nucleicos, preferiblemente dando como resultado una secuencia de al
menos un 50 %, un 55 %, un 60 %, un 65 %, un 70 %, un 75 %, un 80 %, un 85 %, un 90 %, un 91 %, un 92 %,
un 93 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %, un 97 %, un 98 % o un 99 % idénticos en toda su longitud al gen o gen
parcial o secuencia o secuencia parcial del gen de origen natural.

[0152] «Polipéptido», tal como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier péptido, oligopéptido,
polipéptido, producto génico, producto de expresion o proteina. Un polipéptido estd compuesto de aminoacidos
consecutivos. El término «polipéptido» abarca moléculas naturales o sintéticas. Un polipéptido esta representado
por una secuencia de aminoacidos. Un polinucledtido esté representado por una secuencia de nucleétidos. Un
polipéptido esté representado por una secuencia de aminoacidos.

[0153] El término «homdlogo» cuando se usa para indicar la relacién entre una molécula de &cidos nucleicos o
de polipéptido dada y un organismo huésped o célula huésped dada, significa que en la naturaleza la molécula
de acidos nucleicos o de polipéptido es producida por una célula u organismo huésped de la misma especie,
preferiblemente de la misma variedad o cepa. Si es homdloga a una célula huésped, una secuencia de acidos
nucleicos de interés, que preferiblemente codifica un polipéptido, estara operativamente enlazada a otra
secuencia promotora o, si corresponde, a otra secuencia sefial secretora y/o secuencia de terminacién que en su
entorno natural.
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[0154] Cuando se usa para indicar la relacion de dos secuencias de acidos nucleicos, el término «homaélogo»
significa que una secuencia de acido nucleico monocatenario puede hibridarse con una secuencia
complementaria de &cido nucleico monocatenario. El grado de hibridacion puede depender de una serie de
factores, incluido el grado de identidad entre las secuencias y las condiciones de hibridacién, tales como la
temperatura y la concentracion de sal, segin se describe mas adelante. Preferiblemente, la region de identidad
es mayor que 5 pb, mas preferiblemente la region de identidad es mayor que 10 pb.

[0155] El término «heterdlogo» cuando se usa para indicar la relacion entre una molécula de acidos nucleicos o
de polipéptido dada (recombinante) y un organismo o célula huésped dados, se entiende que significa una
molécula de acido nucleico o de polipéptido de una célula extrafia que no ocurre de manera natural como parte
del organismo, célula, genoma o secuencia de ADN o ARN en la que esta presente, o que se encuentra en una
célula o ubicacién o ubicaciones en el genoma o las secuencias de ADN o ARN que difiere de aquellas en las
que se encuentra en la naturaleza. Los acidos nucleicos o proteinas heterélogos no son endégenos a la célula
en la que se introducen, sino que se han obtenido de otra célula o se han producido de forma sintética o
recombinante.

[0156] Cuando se usa para indicar la relacion de dos secuencias de acidos nucleicos, el término «secuencia
heteréloga» o «acido nucleico heterélogo» es aquel que no se encuentra operativamente enlazado de manera
natural como secuencia vecina de la otra secuencia. Tal como se usa en el presente documento, el término
«heterdlogo» puede significar «recombinante». «Recombinante» se refiere a una entidad genética distinta de la
que generalmente se encuentra en la naturaleza. Segun se aplica a una secuencia de nucleétidos o molécula de
acidos nucleicos, esto significa que dicha secuencia de nucledtidos o molécula de acidos nucleicos es el
producto de varias combinaciones de pasos de clonacion, restriccion y/o de ligadura y otros procedimientos que
dan como resultado la produccién de un constructo que es distinto de una secuencia o molécula encontrada en
la naturaleza.

[0157] «Operativamente enlazado» se define en el presente documento como una configuracion en la que una
secuencia de control o secuencia reguladora se coloca apropiadamente en una posicion relativa a la secuencia
de nucledtidos de interés, preferiblemente codificando el polipéptido de interés de tal manera que la secuencia
de control o regulacion dirige o afecta a la transcripcion y/o produccién o expresion de la secuencia de
nucleotidos de interés, que codifica preferiblemente un péptido o polipéptido de la invencién en una célula y/o un
sujeto. Por ejemplo, un promotor esta operativamente enlazado a una secuencia codificante si el promotor puede
iniciar o regular la transcripcion o la expresion de una secuencia codificante, en cuyo caso la secuencia
codificante debe entenderse que estd «bajo el control» del promotor. Cuando una o mas secuencias de
nucleodtidos y/o elementos comprendidos dentro de un constructo se definen en el presente documento como
«configurados para estar operativamente enlazados a una secuencia de nucledtidos opcional de interés», se
entiende que dichas secuencias de nucledtidos y/o elementos estan configurados dentro de dicho constructo de
tal manera que estas secuencias de nucledtidos y/o elementos estdn operativamente enlazados a dicha
secuencia de nucledtidos de interés una vez que dicha secuencia de nucleétidos de interés esta presente en
dicho constructo.

[0158] «Promotor» se refiere a una secuencia de acidos nucleicos ubicada aguas arriba o en 5' de un codén de
inicio de traduccién de un marco de lectura abierto (o region codificante de proteinas) de un gen y que esta
involucrado en el reconocimiento y la unién de la ARN polimerasa Il y otras proteinas (factores de transcripcion
de accién en trans) para iniciar la transcripcion. El término promotor se refiere a un fragmento de acidos
nucleicos que funciona para controlar la transcripcion de uno o mas genes, ubicados aguas arriba con respecto a
la direccién de transcripcion del sitio de inicio de la transcripcion del gen y se identifica estructuralmente por la
presencia de un sitio de unién para ARN polimerasa dependiente de ADN, sitios de iniciacién de la transcripcién
y cualquier otra secuencia de ADN, incluyendo, entre otras, sitios de union a factores de transcripcion, sitios de
unioén a proteinas represoras y activadoras y cualquier otra secuencia de nucleétidos conocida por una persona
experta en la técnica para actuar directamente o indirectamente para regular la cantidad de transcripcion del
promotor. EI promotor no incluye el sitio de inicio de la transcripcion (TSS), sino que termina en el nucleétido -1
del sitio de transcripcién y no incluye secuencias de nucleétidos que se convierten en regiones no traducidas en
el ARNm transcrito tales como la 5-UTR. Los promotores de la invencion pueden ser promotores especificos de
tejido, preferidos de tejido, especificos de tipo celular, inducibles y constitutivos. Los promotores especificos de
tejido son promotores que inician la transcripcién solo en ciertos tejidos y se refieren a una secuencia de ADN
que proporciona sefiales de reconocimiento para la ARN polimerasa y/u otros factores necesarios para que
comience la transcripcion, y/o para controlar la expresion de la secuencia codificante precisamente dentro de
ciertos tejidos o dentro de ciertas células de ese tejido. La expresion de una manera especifica de tejido puede
ser solo en tejidos individuales o en combinaciones de tejidos. Los promotores preferidos de tejido son
promotores que inician preferentemente la transcripcion en ciertos tejidos. Los promotores especificos del tipo
celular son promotores que impulsan principalmente la expresion en ciertos tipos de células. Los promotores
inducibles son promotores que son capaces de activar la transcripcion de una o mas secuencias de ADN o
genes en respuesta a un inductor. Las secuencias o genes de ADN no se transcribirdn cuando el inductor esté
ausente. La activacion de un promotor inducible se establece mediante la aplicacién del inductor. Los promotores
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constitutivos son promotores activos bajo muchas condiciones ambientales y en muchos tipos de tejidos
diferentes. Preferiblemente, la capacidad para iniciar la transcripcion se establece en un sistema de expresion
usando un constructo de expresion que comprende dicho promotor operativamente enlazado a una secuencia de
nucleotidos de interés usando un ensayo adecuado tal como RT-qPCR o transferencia Northern. Se dice que un
promotor es capaz de comenzar la transcripcion si se puede detectar una transcripcién o si se encuentra un
aumento en el nivel de transcripcién de al menos un 5 %, un 10 %, un 15 %, un 20 %, un 30 %, un 40 %, un 50
%, un 60 %, un 70 %, un 80 %, un 90 %, un 100 %, un 200 %, un 300 %, un 500 %, un 1000 %, un 1500 % o un
2000 % en comparacién con la transcripcion usando un constructo que solo difiere en que esta libre de dicho
promotor. En una realizacién preferida adicional, la capacidad para iniciar la expresién se establece en un
sistema de expresion usando un constructo de expresion que comprende dicho promotor operativamente
enlazado a una secuencia de nucledtidos que codifica una proteina o un polipéptido de interés. Preferiblemente,
dicha proteina o polipéptido de interés es una proteina o un polipéptido secretado y la expresion de dicha
proteina o polipéptido de interés se detecta mediante un ensayo adecuado tal como un ensayo ELISA, una
transferencia de Western o, dependiendo de la identidad de la proteina o polipéptido de interés, cualquier ensayo
de identificacién y/o cuantificacion de proteinas adecuado conocido por el experto en la técnica. Se dice que un
promotor es capaz de iniciar la expresion si se puede detectar la proteina o el polipéptido de interés o si se
encuentra un aumento en el nivel de expresion de al menos un 5 %, un 10 %, un 15 %, un 20 %, un 30 %, un 40
%, un 50 %, un 60 %, un 70 %, un 80 %, un 90 %, un 100 %, un 200 %, un 300 %, un 500 %, un 1000 %, un
1500 % o un 2000 % en comparacion con la expresion usando un constructo que solo difiere en que esta libre de
dicho promotor. Se puede usar como primer y segundo promotor de la invenciéon un promotor inducido o
constitutivo o una combinacion de los mismos en la presente invencion.

[0159] Un «intrén» es una secuencia de nucledétidos dentro de un transcrito de ARN primario que se elimina
mediante empalme de ARN o empalme de intrén mientras se genera el producto de ARN maduro final. Se puede
evaluar si se produce el empalme de intrones utilizando cualquier método adecuado conocido por la persona
experta en la materia, como por ejemplo, entre otros, la reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa
inversa (RT-PCR) seguida de analisis de tamafio o secuencia del producto RT-PCR . Preferiblemente, una
secuencia de nucleétidos es un intron si al menos un 2 %, un 5 %, un 10 %, un 15 %, un 20 %, un 30 %, un 40
%, un 50 %, un 60 %, un 70 %, un 80 %, un 90 % o un 100 % del ARN primario pierde esta secuencia mediante
empalme de ARN usando un ensayo adecuado para detectar el empalme de intrones tal como se ha indicado
anteriormente. Preferiblemente, un intron comprende un sitio de empalme GT en el extremo 5' de la secuencia
de nucledtidos y un sitio de empalme AG en el extremo 3' de la secuencia de nucledtidos, cuyo sitio de empalme
AG esta precedido por una secuencia de nucleétidos rica en pirimidina o un tracto de polipirimidina,
opcionalmente separado del sitio de empalme AG por 1-50 nucleétidos. Un intron puede comprender ademas un
sitio de ramificacion que comprende la secuencia Y-T-N-A-Y en el lado 5' del tracto de polipirimidina. El sitio de
ramificacion puede tener la secuencia de nucleotidos C-Y-G-A-C. Se entiende que una «secuencia intronica» es
al menos parte de la secuencia de nucledétidos de un intron.

[0160] Se entendera que «expresiony» incluye cualquier paso implicado en la produccién del péptido o
polipéptido, que incluye, entre otros, transcripcién, modificaciéon postranscripcional, traducciéon, modificacion
postraduccional y secrecion.

[0161] Opcionalmente, un promotor representado por una secuencia de nucleétidos presente en un constructo de
acidos nucleicos esta operativamente enlazado a otra secuencia de nucleétidos que codifica un péptido o un
polipéptido tal como se identifica en el presente documento.

[0162] Un vector de expresién puede ser cualquier vector que pueda someterse convenientemente a
procedimientos de ADN recombinante y puede provocar la expresion de una secuencia de nucleétidos que
codifica un polipéptido de la invencion en una célula y/o un sujeto.

[0163] Tal como se usa en el presente documento, el «5-UTR» es la secuencia que comienza con el nucleétido
1 del ARNm y termina con el nucleétido -1 del coddn de inicio. Es posible que una parte reguladora del promotor
esté comprendida dentro de la secuencia de nucledtidos que se convierte en una 5'-UTR; sin embargo, en tal
caso, la 5'-UTR todavia no es parte del promotor tal como se define en el presente documento.

[0164] EI término "secuencias de control" se define en el presente documento para incluir todos los
componentes, que son necesarios o beneficiosos para la expresion de un polinucleétido o un polipéptido. Cada
secuencia de control puede ser nativa o extranjera para la secuencia de acidos nucleicos que alberga o codifica
el polinucleétido o el polipéptido. Dichas secuencias de control incluyen, entre otras, un lider, secuencias de
iniciacion de traduccion éptimas (tal como se describe en Kozak, 1991, J. Biol. Chem 266: 19867-19870), una
secuencia de poliadenilacién, una secuencia de propéptido, una secuencia de prepropéptido, un promotor, una
secuencia sefial y un terminador de transcripcion. Como minimo, las secuencias de control incluyen un promotor,
y sefales de parada transcripcionales y traduccionales.

[0165] Las secuencias de control pueden proporcionarse con enlazadores con el fin de introducir sitios de
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restriccion especificos que faciliten la ligadura de las secuencias de control con la region codificante de la
secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido.

[0166] La secuencia de control puede ser una secuencia promotora apropiada, una secuencia de &cidos
nucleicos, que es reconocida por una célula huésped para la expresion de la secuencia de acidos nucleicos. La
secuencia promotora contiene secuencias de control transcripcionales que median la expresion del polipéptido.
El promotor puede ser cualquier secuencia de &cidos nucleicos que muestre actividad transcripcional en la
célula, incluyendo promotores mutantes, truncados e hibridos, y puede obtenerse a partir de genes que codifican
polipéptidos extracelulares o intracelulares, ya sean homélogos o heterdlogos a la célula huésped.

[0167] La secuencia de control también puede ser una secuencia terminadora de transcripcién adecuada, una
secuencia reconocida por una célula huésped para terminar la transcripcién. La secuencia terminadora esta
operativamente enlazada al terminal 3' de la secuencia de acidos nucleicos de interés, que codifica
preferiblemente un polipéptido de interés. Cualquier terminador que sea funcional en la célula puede usarse en la
presente invencion.

[0168] La secuencia de control también puede ser una secuencia lider adecuada, una regién no traducida de un
ARNm que es importante para la traduccién por parte de la célula huésped. La secuencia lider esta
operativamente enlazada al terminal 5' de la secuencia de acidos nucleicos de interés, que codifica
preferiblemente un polipéptido de interés. Cualquier secuencia lider que sea funcional en la célula puede usarse
en la presente invencion.

[0169] La secuencia de control también puede ser una secuencia de poliadenilacion, una secuencia
operativamente enlazada al terminal 3' de la secuencia de &cidos nucleicos y que, cuando se transcribe, es
reconocida por la célula huésped como una sefial para afiadir residuos de adenina al ARNm transcrito. Cualquier
secuencia de poliadenilacion que sea funcional en la célula puede usarse en la presente invencion.

[0170] En este documento y en sus reivindicaciones, el verbo «comprender» y sus conjugaciones se utilizan en
su sentido no limitante para indicar que se incluyen los elementos que siguen a la palabra, pero no se excluyen
los elementos que no se mencionan especificamente. Ademas, el verbo «constar» puede reemplazarse por
«constar esencialmente de» que significa que un producto o una composicion o una molécula de acidos
nucleicos o un péptido o polipéptido de un constructo de acidos nucleicos o un vector o una célula tal como se
definen en el presente documento pueden comprender componente(s) adicional(es) a los identificados
especificamente; dicho(s) componente(s) adicional(es) no altera(n) la caracteristica Unica de la invencion.
Ademas, la referencia a un elemento por los articulos indefinidos «un» o «una» no excluye la posibilidad de que
mas de uno de los elementos esté presente, a menos que el contexto requiera claramente que haya uno y solo
uno de los elementos. De este modo, los articulos indefinidos «un» o «una» significan generalmente «al menos
unoy.

Tabla 1: Identificacion de secuencia

SEC ID n.°: Descripcion

1 Elemento potenciador de la expresion 1
2 Elemento potenciador de la expresion 2
3 UNA1

4-13 secuencias derivadas de UN1

14 UN2

15 UNIdGAA

16 UN2dGAA

17 R3

18 fUN1

19 UN2-2

20 UN2-3

21 UN2-4

22 UN2-5

23 UN2-6
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SEC ID n.°: Descripcion

24 UN2-7

25 UN2-8

26 UN2-9

27 UN2-10

28 UN1dGAA-2

29 UN1dGAA-3

30 UN1dGAA-4

31 UN1dGAA-5

32 UN1dGAA-6

33 UN2dGAA-2

34 UN2dGAA-3

35 UN2dGAA-4

36 UN1 barajado

37 UN1 barajado-2

38 UN1 barajado-3

39 UN1 barajado-4

40 UN1 barajado-5

41 UN1 barajado-6

42 UN2 barajado-1

43 UN2 barajado-2

44 CAA1

45 CAA2

46 CAA3

47 CAA4

48 CAA5

49 CAAB6

50 TATA1

51 TATA2

52 Secuencia potenciadora del promotor de
CMV

53 Regién potenciadora de UBC

54 Secuencia potenciadora del promotor de
CMV

55 constructo

56 constructo

57 Secuencia promotora de CMV

58 Secuencia promotora minima de CMV

59 EEE1-Xt

60 EEE1-80
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SEC ID n.°: Descripcion

61 EEE1-60

62 EEE1-50

63 EEE1-SL

64 cebador HC RACE

65 Secuencia de vector de cadena ligera

66 Secuencia de vector de cadena pesada

67 Cadena ligera de proteinas HuMab1

68 Proteina HuMab1 pesada

69 Cadena ligera de proteinas HuMab2

70 Proteina HuMab2 y cadena pesada

7 ADNpc3.1 (+)

72 Proteina SeAP

73 EEE1 + CMV + TEE

74 EEE1-Xt + CMV + TEE

75 EEE1-80 + CMV + TEE

76 EEE1-60 + CMV + TEE

77 pPNic384

78 inserto pPNic602

79 Promotor EF1a

80 EEE1-A1

81 EEE1-A2

82 EEE1-A3

83 EEE1-B1

84 EEE1-B2

85 EEE1-B3

86 EEE1-B4

87 EEE1-B5

88 Secuencia reguladora de la transcripcion
Figuras
[0171]

Fig. 1. Mapa esquematico del constructo del promotor intrénico y diferentes transcritos. El constructo
comprende 2 promotores. La transcripcion por el promotor 1 da como resultado un transcrito primario que
incluye el intron que contiene la secuencia completa del promotor 2 y estd bordeado por los sitios de
empalme 5'y 3'. Después del empalme de intrones, dicho transcrito primario da como resultado un ARNm sin
que dicho intrén (transcrito 1) codifique un «geny». La transcripcion a partir del promotor 2 también da como
resultado un ARNm (transcrito 2) que codifica el mismo «gen».

Fig. 2. Mapa esquematico de los elementos EEE1 (A) y EEE2 (B) que muestra algunas caracteristicas de los
genes de UBC y CCT8 relevantes para su actividad promotora en un contexto genémico. Las caracteristicas
incluyen el sitio de inicio de transcripcion pronosticado (TSS), las 5'-UTR y la informacién de exon e intron.
Fig. 3. Mapa esquematico de un vector de expresién para una cadena ligera de Ig (IgLC) con la secuencia
EEE1 integrada aguas arriba del promotor de CMV.
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Fig. 4. Comparacion de la produccion de HuMab1 mediante grupos de CHO-S transfectados de manera
estable con constructos de referencia o EEE1. Vector de expresion sin (A) y con (B) el elemento regulador de
expresion adicional. Las barras representan los titulos promedio de cuatro grupos derivados de dos
transfecciones independientes. Los grupos se cultivaron en matraces de agitacion de 125 ml en 30 ml de
medio de selecciéon CD FortiCHO.

Fig. 5. Comparacion de la produccion de HuMab1 mediante conjuntos de CHO-S transfectadas de manera
estable con constructos de referencia o EEE2. Las barras representan los titulos promedio de cuatro grupos
derivados de dos transfecciones independientes. Los grupos se cultivaron en matraces de agitacion de 125
ml en 30 ml de medio de seleccién CD FortiCHO.

Fig. 6. Andlisis de la produccion de HuMab1 mediante las 10 lineas celulares clonales CHO-S principales
transfectadas de manera estable con constructos EEE1-TEE que albergan EEE1. Las células se cultivaron en
matraces de agitacion de 125 ml en 30 ml de medio de seleccion CD FortiCHO.

Fig. 7. Comparacién de la produccion de HuMab2 mediante los grupos CHO-S transfectados de manera
estable con EEE1 en el vector de referencia (A, panel izquierdo) y en el vector con un elemento regulador
adicional (A, panel derecho). Las barras representan los titulos promedio de cuatro grupos derivados de dos
transfecciones independientes. Los grupos se cultivaron en matraces de agitacion de 125 ml en 30 ml de
medio de seleccion CD FortiCHO. (B) Andlisis de la produccion de HuMab2 mediante las 12 lineas celulares
clonales principales de referencia y EEE1-TEE CHO-S. Las células se cultivaron en matraces de agitacion de
125 ml en 30 ml de medio de seleccion CD FortiCHO.

Fig. 8. Comparacion de la actividad de SeAP en los medios de los grupos CHO-S transfectados de manera
estable con constructos de referencia o EEE1. Vector de expresion sin (panel izquierdo) y con (panel
derecho) elemento regulador de expresion adicional. Las barras representan las actividades promedio de
cuatro grupos derivados de dos transfecciones independientes, medidas utilizando el kit de ensayo de genes
SEAP Reporter, Abcam. Los grupos se cultivaron en matraces de agitacion de 125 ml en 30 ml de medio de
seleccion CD FortiCHO.

Fig. 9. Comparacion de la actividad de SeAP en los medios de los grupos CHO-S transfectados de manera
estable con constructos que contienen diferentes versiones del elemento EEE1. Las barras representan las
actividades promedio de cuatro grupos derivados de dos transfecciones independientes, medidas utilizando
el kit de ensayo de genes SEAP Reporter, Abcam. Los grupos se cultivaron en matraces de agitacion de 125
ml en 30 ml de medio de seleccién CD FortiCHO.

Fig. 10. Amplificacion 5'-RACE de los extremos 5' de transcritos de cadena pesada de clones de CHO-S
transfectados de manera estable con constructos EEE1-TEE que expresan HuMab1 (A). Se detectan dos
bandas en gel de agarosa, que corresponden a las transcripciones generadas por el promotor de CMV
(transcrito 1) y el promotor de UBC (transcrito 2). La diferencia de tamafio entre el transcrito 1 y el transcrito 2
se explica en un mapa esquematico del constructo del promotor intrénico y diferentes transcritos. (B). El
constructo comprende 2 promotores, UBC y CMV. El promotor de CMV esta vinculado a una secuencia TEE
que también comprende un intrén corto. La transcripcidon mediante el promotor de CMV da como resultado,
después del empalme de intrones, ARNm con TEE como 5'-UTR (transcrito 1). El promotor de UBC esta
vinculado a una region parcial 5'-UTR de UBC que comprende un sitio de empalme donador 5' y precede al
promotor de CMV. La transcripcién por el promotor de UBC da como resultado ARNm con la secuencia 5'-
UTR de UBC (transcrito 2). El intrén grande que se empalma a partir del transcrito primario se extiende desde
la secuencia de empalme donadora 5' en la secuencia de UBC hasta el sitio de empalme aceptor 3' en TEE y
contiene la secuencia completa de CMV.

Fig 11. Efecto de EEE en Pichia pastoris que expresa interleucina humana recombinante 8. Cada barra
representa la expresion promedio de 10 clones independientes.

[0172] La invencion se explicara con mas detalle en la siguiente seccion de ejemplos, haciendo referencia a las
figuras adjuntas. Los ejemplos sirven solo para fines ilustrativos y no pretenden limitar la presente invencion de
ninguna manera.

Ejemplos

[0173] EI elemento potenciador de la expresion representado por la SEC ID n.%: 1 se basa en el gen de ubiquitina
C (UBC) de hamster chino (Cricetulus griseus). Comprende la secuencia promotora pronosticada y parte de la
region 5' no traducida (Fig. 2A). El elemento potenciador de la expresion representado por la SEC ID n.%: 2 se
basa en el gen CCT8 humano (chaperonina que contiene TCP1, subunidad 8). Comprende la secuencia
promotora pronosticada y parte de la regién 5' no traducida, asi como una secuencia corta que codifica 27
aminoacidos y parte del primer intrén (Fig. 2B).

Ejemplo 1

[0174] Los plasmidos de expresion se construyeron basandose en el vector de expresion ADNpc3.1 (SEC ID n.°:
71). El vector se modificé mediante la eliminacién del f1-ori. Se insertaron secuencias codificantes para genes de
cadena pesada (representada por una secuencia que tiene al menos un 96 % de identidad con la SEC ID n.°: 68)
y cadena ligera (representada por una secuencia que tiene al menos un 99 % de identidad con la SEC ID n.%: 67)
de IgG1 (HuMab1) en este vector (la secuencia codificante de cadena ligera se insert6 en el vector representado
por la SEC ID n.°: 65 y la secuencia codificante de cadena pesada se inserté en el vector representado por la
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SEC ID n.%: 66), lo que dio como resultado los constructos de referencia. Para generar los vectores EEE1
(elemento potenciador de la expresion 1), la secuencia EEE1 (SEC ID n.°: 1) se insertd aguas arriba del promotor
de CMV (SEC ID n.°: 57) (Fig. 3). EEE2 (SEC ID n.°: 2) se introdujo de manera similar, lo que dio como resultado
los vectores EEE2. Se gener6 un vector con un elemento regulador de la expresién adicional reemplazando la 5'-
UTR de ADNpc3.1 para la SEC ID n.°: 19 (elemento potenciador de la transcripcion; TEE).

[0175] Las células CHO-S (Life Technologies) se mantuvieron segun las instrucciones del fabricante. Se
realizaron transfecciones duplicadas usando células 3E7, 50 uyg de ADN linealizado y reactivo FreeStyle MAX
(Life Technologies). Los grupos postransfeccion se dividieron en dos y se seleccionaron en medio CD FortiCHO
suplementado con glutamina 8 mM y 800 ug/ml de G418. Se sembraron grupos seleccionados en 30 ml del
mismo medio a una densidad de 3E5 células/ml en matraces de agitacion de 125 ml. Los titulos de HuMab1 se
determinaron mediante ELISA (Fig. 4). Los titulos de los grupos de referencia eran demasiado bajos para una
determinacién precisa. Esto indica que el anticuerpo estd mal expresado. Los grupos EEE1 produjeron
aproximadamente 1 pg/ml (Fig. 4A). Se observé un efecto similar en el vector con un elemento regulador
adicional de la expresién. En este vector, la introduccion de EEE1 aumenté la produccién desde
aproximadamente 0.2 pg/ml hasta 9-12 pg/ml en grupos estables de tres experimentos de transfeccion
independientes (Fig. 4B). Estos datos muestran que un anticuerpo mal expresado puede expresarse a niveles
significativamente mas altos mediante la introduccién del elemento EEE1.

Ejemplo 2

[0176] El efecto de introducir el elemento EEE2 se estudié en un vector que alberga un elemento regulador de la
expresion adicional (véase el ejemplo 1, Fig. 4B). Las células CHO-S se transfectaron con la referencia o con los
constructos de EEE2 tal como se ha descrito anteriormente. Los titulos de anticuerpos de los grupos de EEE2
transfectados de forma estable eran mas de 20 veces mas altos que los grupos de referencia (Fig. 5).

Ejemplo 3

[0177] EI EEE1-TEE vy los grupos de referencia generados previamente se sembraron en seis placas de 96
pocillos a una densidad de 0.5 células/pocillo en medio de seleccion CD FortiCHO. Las células de referencia
mostraron un crecimiento deteriorado en comparacion con los clones EEE1-TEE vy, por lo tanto, no se produjo
HuMab1. Los clones de EEE1-TEE mostraron un crecimiento normal y producciéon de HuMab1 (ver mas
adelante). Se evaluaron 100 lineas clonales EEE1-TEE para la produccion de HuMab1 en placas de
microtitulacion. Los 10 clones con la productividad especifica mas alta se expandieron a matraces de agitacion
de 125 ml. Los clones se sembraron en 30 ml de medio de seleccion CD FortiCHO a una densidad de 3E5
células/ml y los titulos de HuMab1 se determinaron mediante ELISA (Fig. 6). Los clones produjeron hasta 0.25
pg/ml de HuMab1. Estos datos indican que el EEE1 puede facilitar la generacion de lineas clonales y permite la
generacioén de lineas clonales con niveles de expresion relevantes.

Ejemplo 4

[0178] Se determind el numero de copias de clones que comprenden EEE que expresan anticuerpos. El
programa PrimerExpress (Life Technologies) se utilizé para disefiar cebadores y sondas Tagman especificos
para las cadenas pesadas y ligeras de la microglobulina HuMab1 y -2. Los cebadores se combinaron en un
ensayo triplex Tagman para medir copias de genes en muestras de ADNg de clones y grupos de HuMab1 de
EEE1-TEE. Los numeros de copias de genes se compararon con los titulos de HuMab1 (Tabla 2). Las lineas
celulares clonales que producian titulos similares de HuMab1 tenian diferentes nimeros de copias de genes de
cadena ligera y pesada (clon 1y 2). Ademas, los clones que producian titulos de HuMab1 muy diferentes tenian
numeros de copias de genes similares (clones 3 y 4). En los grupos, se emparejaron nimeros relativamente
altos de genes de cadena ligera y pesada con niveles de expresion relativamente bajos. Estos datos (Tabla 2)
indican que no hay correlacion entre el EEE que comprende el numero de copia del gen y los niveles de
expresion de HuMab1.

Tabla 2: Titulos de IgG1 y nimeros de copias de genes

Titulode IgG  CL CP
Clon1 123.7 36.8 251
Clon2 118.2 1.7 1.7
Clon3 143.6 3.1 1.2
Clon4 7.2 46 0.7
Grupo 9.0 17.5 211
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Ejemplo 5

[0179] Los genes de cadena pesada y ligera HuMab1 de los ejemplos anteriores fueron reemplazados por genes
de cadena pesada y ligera (SEC ID n.°: 69 y 70) que codifican un anticuerpo biosimilar (HuMab2 derivado del
numero de acceso de DrugBank DB00072). Los constructos se usaron para generar grupos de CHO-S tal como
se ha descrito anteriormente. Los titulos se determinaron usando ELISA. Los datos (6.3 pg/ml sin elemento
potenciador) indican que este anticuerpo se produce a un nivel mas alto que el anticuerpo de los ejemplos
anteriores. Sin la introducciéon de ningun elemento regulador de la expresiéon adicional del EEE, se produjo un
aumento de 3.7 veces (Fig. 7A, panel izquierdo), en el vector modificado el aumento es de 7 veces (Fig. 7A,
panel derecho). Dado que el elemento regulador de expresion adicional da como resultado un aumento del 40 %,
los datos también indican un efecto sinérgico entre el EEE y el elemento regulador de expresion adicional. Las
lineas clonales se aislaron de los grupos de referencia y EEE1-TEE tal como se ha descrito anteriormente. Los
mejores clones de EEE1-TEE produjeron titulos de HuMab2 tres veces mas altos en comparacién con los
mejores clones de referencia (Fig. 7B). Estos datos indican que el elemento EEE1 se puede aplicar con éxito
para mejorar la expresion de proteinas recombinantes a partir de lineas celulares estables.

Ejemplo 6

[0180] EI gen de la cadena ligera HuMab1 de los constructos del ejemplo 1 se reemplazo por el gen que codifica
la fosfatasa alcalina secretada (SeAP; SEC ID n.°: 72). Los constructos se usaron para generar grupos de CHO-
S tal como se ha descrito anteriormente. La actividad de SeAP se midi6 en el medio usando el kit de ensayo de
genes SEAP Reporter, Abcam. Los grupos de EEE1 mostraron una actividad dos veces mayor en comparacion
con los grupos de referencia (Fig. 8). En los grupos de EEE1-TEE, el aumento fue casi cuatro veces mayor en
comparacion con el grupo de referencia. Estos datos muestran que el EEE1 mejora la expresion de una proteina
de subunidad Unica no anticuerpo en una linea celular transfectada.

Ejemplo 7

[0181] Todos los constructos de SeAP usados en el ejemplo 6 comprendian el promotor de CMV. Se hicieron
dos variantes del vector TEE que contenian el promotor EF-1a humano en lugar de CMV (SEC ID n.°: 79). Los
constructos se usaron para generar grupos de CHO-S tal como se ha descrito anteriormente. La actividad de
SeAP se midi6 en el medio usando el kit de ensayo de genes SEAP Reporter, Abcam. El grupo de EEE1-TEE
con EF-1a como promotor intrénico produjo una actividad de SeAP 2,8 veces mayor en comparacion con el
grupo de promotores EF-1a de referencia sin EEE1. Estos datos muestran que EEE1 mejora la expresion de una
proteina en un constructo de promotor intrénico cuando el promotor intronico no es el promotor de CMV, por
ejemplo, el promotor EF-1a.

Ejemplo 8

[0182] EI elemento EEE1 del vector de expresion de SeAP EEE1 fue reemplazado por las siguientes variantes:
1. EEE1-80 representado por la SEC ID n.°: 60 tiene un truncamiento de 290 pb desde el extremo 5'; 2. EEE1-60
representado por la SEC ID n.°: 61 con un truncamiento de 580 pb desde el extremo 5'; 3. EEE1-50 representado
por la SEC ID n.°: 62 con un truncamiento de 725 pb desde el extremo 5'; 4. EEE1-Xt representado por la SEC
ID n.°: 59 con una extension de 800 pb desde la secuencia de UBC de C. griseus gendmica en el extremo 5'; 5.
El EEE1-SL (SEC ID n.°: 63) tiene los principales sitios de empalme pronosticados donadores y aceptores
mutados. La actividad de SeAP en el sobrenadante de células transfectadas con el elemento EEE1 se establecio
en el 100 % y disminuy6 hasta un 39 % de actividad sin el elemento EEE1 (Fig. 9). Los truncamientos 5' de los
constructos EEE1-80 y EEE1-60 disminuyeron gradualmente la actividad, pero seguian mostrando una actividad
mejorada en comparacion con el constructo sin EEE. El elemento EEE1-50 disminuyé la actividad de SeAP
hasta el 40 %, que es similar a la del constructo sin EEE. El constructo EEE1-Xt mostré casi un 40 % mas de
actividad en comparacion con el constructo EEE1. Los datos sugieren que las secuencias con mas del 50% de
identidad con EEE1 pueden funcionar como elementos potenciadores de la expresion. El constructo EEE1-Xt
produjo casi un 40 % mas de actividad en comparacién con el constructo EEE1, que muestra que las secuencias
potenciadoras adicionales residen en la region aguas arriba de la secuencia gendmica de la que se tomé el
EEE1. La actividad del elemento EEE1 se ve gravemente perjudicada por mutaciones de 4 nt del constructo
EEE1-SL que evitan el empalme correcto de intrones, lo que da como resultado una reduccién significativa en la
expresion de SeAP en comparacion con el constructo EEE1.

Ejemplo 9

[0183] El elemento EEE1 del vector de expresion de SeAP de EEE1 fue reemplazado por nueve variantes del
elemento EEE1, que se pueden agrupar basandose en dos tipos diferentes de mutaciones. El primer tipo de
variantes de EEE1 (EEE1-A) experimenté cambios dentro de los elementos EEE1 o EEE1-Xt con mas del 30 por
ciento de nucleétidos mutados, cada uno en otra de las tres regiones que constaban de al menos 244 pb. El
segundo tipo de variantes de EEE1 (EEE1-B) también tenia el mismo tamarfio que el elemento EEE1 (1449 pb)
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con al menos un 96 por ciento de identidad de secuencia, con mutaciones que apuntaban a secuencias
funcionales de la secuencia EEE1. Las diferentes mutaciones se enumeran en la tabla 3.

Tabla 3: Modificaciones de EEE1

Tipo A: mas del 30 % de mutaciones en 3 regiones de EEE1

Variante SEC Identidad Regién de EEE1 modificada Region de tamafio modificado (pb)
ID n.°: con EEE1"

EEE1- 80 716 %2 region promotora 5' 1526

A1

EEE1- 81 95.0 % region promotora 3' 244

A2

EEE1- 82 81.8 % region intrén 480

A3

Tipo B: mutaciones que apuntan a dominios especificos de EEE1

Variante SEC Identidad Modificacion de la secuencia de EEE1
ID n.°: con EEE1")

EEE1- 83 97.9 % 1: 7 nt cambiados en nt 144-152
B1

2: 4 nt cambiados en nt 612-615
3: 4 nt cambiados en nt 667-670
4: 6 nt cambiados en nt 816-823
5: 5 nt cambiados en nt 1.106-1.112
6: 5 nt cambiados en nt 1.432-1.438

EEE1- 84 96.5 % 50 mutaciones de pb sencillas = 50 % de los CG mutados en nt 227-1409; se

B2 mantienen los sitios de union del factor de transcripcion pronosticados.

EEE1- 85 99.7 % 5 mutaciones de pb sencillas = 50 % de los CG mutados en nt 549-603

B3

EEE1- 86 96.5 % 50 mutaciones de pb sencillas = 50 % de los CG mutados en nt 227-1409; 8

B4 sitios pronosticados para los factores de transcripcion SP1, HSF y NFKB
afectados.

EEE1- 87 96.0 % se realizaron 51 mutaciones de pb en 12 regiones con actividad de unién del

BS factor de transcripcion pronosticada que abarcan nt 105-1449.

EEE1- 63 99.7 % 4 mutaciones de pb sencillas que eliminan los sitios de empalme donadores o

B6% aceptores pronosticados y conocidos, incluyendo el sitio donador conocido (nt

970), nt 545 y 552 en la regién promotora, nt 1267 en la region intrén.

) ldentidad calculada usando el algoritmo de algoritmo de alineacion de nucleétidos EMBOSS con los siguientes
parametros: matriz DNAfull con las siguientes penalizaciones de gap: abierto = 10; extensién = 0.5
2% de identidad EEE1-A1 calculado en relacion con EEE1-Xt
%) Esto se conoce como EEE1-SL en el ejemplo 8

[0184] Se midi6 la actividad de SeAP en el sobrenadante de células transfectadas con las diferentes variantes.
La actividad de las células con el elemento EEE1 se utiliz6 como referencia (100 %). Sin el elemento EEE1, la
actividad fue del 24 % en este experimento. La actividad de SeAP de las células transfectadas con los
constructos EEE1-A2 y EEE1-A3 se redujo a hasta el 75 % y el 48 % en relacién con EEE1, respectivamente
(Tabla 4). Esto es superior al 24 % de actividad observada con el constructo sin EEE en este experimento. El
constructo EEE1-A1 disminuy6 la actividad de SeAP hasta el 30 % en relacion con el constructo EEE1-Xt en el
que se basa, que sigue siendo superior al constructo sin EEE que produce solo el 18 % de la actividad de SeAP
en relacion con el constructo EEE1-Xt. Los datos muestran que las variantes de EEE1 con tan solo un 72 % de
identidad global y un 50% de identidad local con la secuencia genémica de UBC pueden funcionar como
elementos potenciadores de la expresion.

[0185] La actividad de SeAP de las células transfectadas con los constructos EEE1-B1 hasta B6 se redujo hasta
en un 42% con respecto al constructo EEE1 (Tabla 4). Los datos muestran que las mutaciones en regiones con
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una funcionalidad pronosticada en la actividad promotora intrénica del elemento EEE1 pueden limitar
significativamente la capacidad de mejora de la expresion del elemento EEE1. Por ejemplo, la mutacion de 4 nt
implicados en el empalme de intrones dio como resultado una disminucion del 38 % en los titulos de SeAP
(EEE1-B6). La mutacion de diferentes conjuntos de CpG también dio como resultado una disminucion de los
titulos de SeAP (B1, B2, B4).

Tabla 4: Actividad de SeAP de variantes de EEE1

Constructo Actividad relativa a EEE1 (%)"
Sin EEE1 24

EEE1 100

EEE1-A2 75

EEE1-A3 48

EEE1-B1 58

EEE1-B2 60

EEE1-B3 73

EEE1-B4 58

EEE1-B5 84

EEE1-B6 62

Constructo Actividad relativa a EEE1-Xt (%)"
Sin EEE1 18

EEE1-Xt 100

EEE1-A1 30

" Los valores representan las actividades promedio de cuatro grupos derivados de dos transfecciones
independientes, medidas con el kit de ensayo de genes SEAP Reporter, Abcam. Los grupos se cultivaron en
matraces de agitacion de 125 ml en 30 ml de medio de seleccion CD FortiCHO

Ejemplo 10

[0186] Se cultivd un clon de EEE1-TEE de CHO-S del ejemplo 3 y las células se cosecharon en la fase
logaritmica. EI ARN total se aislé de las células usando el mini kit AllPrep DNA/RNA (Qiagen). EI ADNc se
sintetizé usando el kit 5" y 3' RACE de mRNA eucariético Epicentre Exact Start. EI ADNc de la primera cadena se
amplificé usando el cebador RACE 5' del kit combinandolo con un cebador especifico de cadena pesada (SEC ID
n.°: 64) y la ADN polimerasa ZymoTagq. El producto de PCR se analizé en geles de agarosa al 1.2 %, mostrando
dos bandas discretas (Fig. 10A) que se aislaron por separado y se insertaron en un vector PCR4-TOPO (Life
Technologies). El andlisis de secuenciacion reveld que la banda superior vista en el gel de agarosa corresponde
al transcrito iniciado desde el promotor de CMV. La banda inferior corresponde al transcrito iniciado desde el
promotor UBC. Ambos productos tienen la secuencia intronica pronosticada correctamente dividida. Las
diferencias de tamafio corresponden a las diferentes longitudes de las 5-UTR, tal como se muestra en la figura
10B. Los datos muestran que ambos promotores contribuyen a la transcripcion.

Ejemplo de referencia 11

[0187] Los grupos de CHO-S transfectados de forma estable con constructos de tres promotores individuales
diferentes se compararon mediante la actividad de SeAP en el sobrenadante. Los grupos se cultivaron en
matraces de agitacion de 125 ml en 30 ml de medio de seleccion CD FortiCHO vy la actividad de SeAP se midio
usando el kit de ensayo de genes SEAP Reporter (Abcam) en 4 grupos por constructo derivados de 2
transfecciones independientes. Los constructos contenian el promotor de CMV (ejemplo 6), el promotor EF-1a
(ejemplo 7) o el promotor de UBC (Ejemplo 11). El promotor de UBC produjo una actividad de SeAP 2.7 veces
mayor en comparacion con el constructo del promotor de CMV. El promotor de UBC produjo una actividad de
SeAP seis veces mayor en comparacion con el promotor EF-1a. Los datos muestran que la expresién con el
promotor de UBC en solitario es mayor en comparacién con el promotor de CMV o el promotor EF-1a en
solitario.

Ejemplo 12 Secrecion inducida por metanol de IL8 en transformantes integradores GS115 de Pichia pastoris

[0188] Los plasmidos para la transformacion estable de Pichia pastoris con constructos de expresion de
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interleucina 8 humana (hIL-8) se generaron en el plasmido pPIC9K (Life Technologies). La insercion del gen hlL-
8 en pPIC9K dio como resultado el plasmido pPNic384 (SEC ID n.°: 77), que contiene el gen hIL-8 bajo el control
del promotor AOX1. La secuencia EEE1 se inserté aguas arriba del promotor AOX1 como un fragmento de Aatll-
Alel (SEC ID n.°: 78) en pPNic384, lo que dio como resultado el plasmido pPNic602.

[0189] Los vectores de expresion se linealizaron mediante digestion con Sa1l y se transformaron en la cepa
GS115 de P. pastoris usando la electroporacion segun se recomienda (Invitrogen, 2008). Los transformantes se
colocaron en placas de agar en RDB (medio de dextrosa de regeneracion, un medio que carece de histidina).
Después de la incubacion a 30 °C durante 48 h, se observaron grandes colonias. Se realizd una transformacion
de control sin ADN que dio como resultado una ausencia de colonias. Se recogieron al azar de la placa de
transformacion 10 clones por constructo y se cultivaron hasta la saturacion en 800 pl de BMG (medio minimo
tamponado con glicerol al 1 %), en placas de pocillos profundos de 2 ml. La placa se mantuvo en una incubadora
con agitacién (Infors-HT Microton) a 30 °C, 1000 rpm durante 18 horas. La densidad éptica del cultivo estaba
entre 5-10 unidades de absorbancia a 600 nm. Las células se cosecharon y el medio se reemplazé por 800 pl de
BMM (medio minimo tamponado con metanol al 0.5 %) en placas de pocillos profundos de 2 ml. Las células se
cultivaron en la incubadora con agitaciéon y cada 24 horas se afiadié metanol al 0.5 % (concentracion final) al
cultivo para mantener la induccion. Después de 72 horas de induccién de metanol, se recogio el sobrenadante
de cultivo y se ensay6 el rendimiento secretado de hIL8 usando el kit de hIL8 AlphaLISA (Perkin Elmer). Los
datos muestran (Fig. 11) que existe una diferencia significativa entre el rendimiento de IL8 de la referencia y los
transformantes EEE1, lo que sugiere que la secuencia EEE1 aguas arriba del promotor mejora el rendimiento de
hIL8 en comparacion con el plasmido de expresion sin la secuencia EEE1.

LISTADO DE SECUENCIAS
[0190]

<110> R1 B3 Holding B.V.
<120> Constructo y secuencia para la expresiéon genética mejorada
<130> P6045820PCT

<150> EP 13199873

<151> 2013-12-31

<150> EP 13199875

<151> 2013-12-31

<160> 88

<170> versién de Patentin 3.3
<210> 1

<211> 1449

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> EEE1
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<400>1
tttcaggcaa

gcttcaaagg
ttttcocttag
gctcaagaac
ttcaagaact
gggagagttt
cttgttttga
gcccagggge
tgtggcagga
ggggtaagcg
ccggeccgege
cacgctgatc
cctactctct
ggcgcctecg
ggagggatcg
ttagctagtt
ccgecgetgg

ggacacgagg

ctgtcctgag
ggcgagcggce
cagccgggaa
tccgaagtga
tgctaaagac
acctggacta
catttcect
<210> 2
<211> 1228
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> EEE2

ccagagctac
gttcaatcte
tgacagtcag
agcctggaaa
gtgtggattt
tccccecttta
gaattgcaga
ctggecgggge
gccaaagccce
ggtgggtgte
tgatccaagce
cctecgeggg
gggcaccaca
gtgcagagac
tcgggaggge
ccgtcggaga
tgaggagaag

ggcagcccge

gcggaggacc
cctgaggege
cgtgcggeca
gagccgtggg
ggaagtgcga

aggcgcacat
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atagtgagat
ttaggtagct
atagaacctt
ggtctagtgce
ttctgecetgt
taattttttt
gtcatccacc
tgaaggggct
taggtcccta
tggggcgega
cgggttecteg
gccgcacagg
cacgaacatt
tggaacggcce
gtggcttcetg
cccgagttca
ccgecgeget

ggcctggacg

cagcggcaag
tcgacggggt
accccttatt
cgtttgactg
ctgagacggg

gacgtcgegg
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cctgtctcaa
aaatatgaac
ctcgagtgca
tatggggcett
aacgaattca
tttaaattta
ctgtcacagt
ggggaagcga
gaacgcagag
agccgcactg
cgccgacctg
gtcacagcct
ccttgagegt
ttgggaagta
aggattatat
gtcgecegett
tggcgtagcet

ttctgtttee

atggcggcca
tgggggggaa
ttttttgacg
tecgggagagg
aagggggggyg

tttectatggg

caaaaataaa
aaaatttggg
aggacaccaa
caggtcgaat
gattcatttt
ttaaactttg
gccagggagce
gggctccaaa
gccaccggga
cgcatgegece
gtcgtgattg
ttccectece
gaccttgttg
gtccctaacce
aaggcgactc
ctctgtgagg
gagagacggg

gtggcccgeg

agtggaagcc
gcaggcccgce
ggttgcggge
tcggteggat
agtcggttgg

ctcataatgg

ataatctaag
aaatgtgacc
gtgcaaacag
gccaactgtt
tcaaaactcg
tttegttcece
tcagggatgg

gggaccccag

cccecccagac
gaggtccgcet
acaagtcaca
cacaaagccce
gctctagtca
gcatttccge
cgggcgggte
actgctgeceg
gagggggcgce

aggaaggcga

tgaggggata
gaggcagctg
cgtaggtgece
tttcatcegt
tggcggttga

gtggtgagga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440
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<400> 2
gtaaagcaga

tagtgacgac
cggacgcecta
cacacctgcece
gtgtggcttc
agagcacaga
acccgagggyg
ttectggcecac
ggctaattgg
tgcgtgetece
ctggccatgg
gcgaaagtaa
cggcggcgaa
ggggaagaga
cgggcactte
ttgtacacct
atggggctaa
tgaaattgtc
gaagaacgag
cttgecttece
gccaaatgag
<210> 3
<211>173
<212> ADN
<213> artificial
<220>

<223> TEE
<400> 3
caagctctag
ttcttettgt
atttcaaaaa
<210> 4
<211>175
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223>TEE

tcacacagaa
tttaattatc
gagacaattt
ctgacgttgg
cagatcaaaa
ctggagcaac
ctcectggge
agaggttgcet
agagccagga
tcgettecte
cgcttcacgt
gggctgaagg
gtaggagggc
agattccaga
tcttetteeg
tgaaggtgga
ggccegtcac
ttgagaactg
aactagccga

agtgagaaac

ttceggtece

caggaagaag
gagagtaaaa

gagtttttgt

ES 2780

tatggcacac
gtgcgcattce
tgggggatgg
tggctgggte
accgcaaaaa
ctctcacgge
ccgecectatce
cttetegega
agagcgtgag
cgeggtette
tcccaaggcet
aaaggaatga
ctactaacgg
aagggaggtg
cgaccgggag
cggatgtgaa
ccttaaagga
cgacgtcgat
tccagagaag

atacggcettt

aacttatg

692 T3

ttgagcactt
ccagcgcette
ggcagatgct
tggaagatac
tctaacgcecg
ctgggetgte
gatcgacccg
tgcttecagac
gcggccccac
cgagcggteg
ccgggcetttg
ggtgggagcg
gctgagegtg
attttggaag
aaggccgagg
gcegegegtg
ggttgtgagg
tatcacatag
agagtgggaa

cagcttagtt

gatgtgtact
ctatggtgcece
ctgeccteggg
gtggaaatta
tgactactga
tgcgegtgeg
atcggggatc
ctggcggcag
gctgcetttee
cgtgaactgce
cccagatgcet
tcagcatagg
ctgcectgge
ggctcggcca
gatcggegge
cgttttgeet
gtgaaattga
ctcgcgagtt
aaagggccgg

gacagaagcc

acattactct
caacacagag
aaaaaaaaag
agctaaggat
ctacggtcag
tgagccagaa
gtcagcttgg
ggaaagggtg
cagaaggctg
ttccagcagg
caaggaggga
gctgeggegyg
tcagcggecg
ccggagcectg
acgatcgaca
ccatcegtaa
ataacgtaga
gtaggatggg
gtcttggttg

atgcgttgta

aaataagaag aagaagaaga agaagaagaa gcgtctcctc

aataaaactc ccaaaaaaaa gaaaatcatc aaaaaaacaa

gtttggggat taaagaataa aaaaaacaac gtc

46

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1228

60

120

173
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20

25

30

<400> 4
caagctctag

ttcttettgt

atttcaaaaa
<210> 5
<211>189
<212> ADN
<213> artificial
<220>

<223> TEE
<400> 5
agatcactag

gaagaagcgt
atcatcaaaa

aacaacgcc
<210>6
<211> 189
<212> ADN
<213> artificial
<220>

<223> TEE
<400> 6

caggaagaag
gagagtaaaa

gagtttttgt

aagcttcaag
ctectettet

aaacaaattt

ES 2780

aaataagaag

aataaaactc

gtttggggat

ctctagcagg
tcttgtgaga

caaaaagagt

692 T3

aagaagaaga
ccaaaaaaaa

taaagaataa

aagaagaaat
gtaaaaaata

ttttgtgttt

agaagaagaa
gaaaatcatc

aaaaaacaac

aagaagaaga
aaactcccaa

ggggattaaa

gcgtcectecte
aaaaaaacaa

gtcece

agaagaagaa
aaaaaagaaa

gaataaaaaa

agatcactag aagcttcaag ctctagcagg aagaagaaag aagaagaaga agaagaagaa

gaagaagegt ctcctettet teottgtgaga gtaaaaaaga aaactcccaa aaaaaagaaa

atcatcaaaa aaacaaattt caaaaagagt ttttgtgttt ggggattaaa gaagaaaaaa

aacaacgcce
<210>7
<211> 191
<212> ADN
<213> artificial
<220>

<223> TEE
<400> 7
agatcactag

gaagaagcegt
atcatcaaaa

aacaacaggc
<210> 8
<211> 284
<212> ADN
<213> artificial
<220>

<223> TEE
<400> 8
ctttttegea

atacgactca
aggaagaaga
agagtaaaaa

agtttttgtg

aagcttcaag ctctagcagg aagaagaaat aagaagaaga agaagaagaa

ctectettet tettgtgaga gtaaaaaata aaactcccaa aaaaaagaaa

aaacaaattt caaaaagagt ttttgtgttt ggggattaaa gaataaaaaa

c

acgggtttge
ctatagggag
aataagaaga
ataaaactcc

tttggggatt

cgccagaaca
acccaagctg
agaagaagaa
caaaaaaaag

aaagaataaa

47

caggtgtegt
gctaggtaag
gaagaagaag
aaaatcatca

aaaaacaacg

gaggaattag cttggtacta

cttggtacce
cgtctectet
aaaaaacaaa

tcece

aagctctage
tcttettgtg

tttcaaaaag

60

120

175

60

120

180

189

60

120

180

189

60

120

180

191

60

120

180

240

284
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20
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<210>9
<211> 230
<212> ADN
<213> artificial
<220>

<223> TEE
<400>9
aacccactgce

tagcaggaag
tgtgagagta

aaagagtttt
<210> 10
<211>177
<212> ADN
<213> artificial
<220>

<223> TEE
<400> 10
caagctctag

ttcttettgt

atttcaaaaa
<210> 11
<211> 191
<212> ADN
<213> artificial
<220>

<223> TEE
<400> 11
agatcactag

gaagaagcgt
atcatcaaaa

aacaacaggc
<210> 12
<211> 189
<212> ADN
<213> artificial
<220>

<223> TEE
<400> 12
agatcactag

gaagaagcgt
atcatcaaaa

aacaacgcc
<210> 13
<211> 173
<212> ADN
<213> artificial
<220>

<223> TEE

ttactggcett
aagaaataag

aaaaataaaa

tgtgtttggg

cagcaacaac
gagagtaaaa

gagtttttgt

aagcttcaag
ctcgtecttcet
aaagaaattt

c

ES 2780 692 T3

atcgaaatta
aagaagaaga
ctcccaaaaa

gattaaagaa

aaataacaac

aataaaactc

gtttggggat

ctctagcagg
tcttgtgaga

caaaaagagt

atacgactca
agaagaagaa
aaagaaaatc

taaaaaaaac

aacCaacaaca
CCaaaaaaaa

taaagaataa

aagaagaaat
gtaaaaaata

ttttgtgttt

ctatagggag
gaagcgtcecte
atcaaaaaaa

aacctccacce

acaacaacaa
gaaaatcatc

aaaaaacaac

aagaagaaga
aaactcccaa

ggggattaaa

acccaagctc
ctettettet

caaatttcaa

gcgtctecte
aaaaaaacaa

ctccacc

agaagaataa
aaaaaataaa

gaataaaaaa

aagcttcaag ctctagcagg aagaagaaat aataagaaga agaagaataa

ctcectettet tettgtgaga gtaaaaaata aaactcccaa aaaaaataaa

aaataaattt caaaaagagt ttttgtgttt ggggattaaa gaataaaaaa

48

60

120

180

230

60

120

177

60

120

180

191

60
120
180

189
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<400> 13
caagctctag

ttcttettgt

atttcaaaaa
<210> 14
<211> 274
<212> ADN
<213> artificial
<220>

<223> UN2
<400> 14
caagctctag

ttecttettgt
atttcaaaaa
gcgcagttgt

gtcttecegtt
<210> 15
<211>123
<212> ADN
<213> artificial
<220>

caggaagaag
gagagtaaaa

gagtttttagt

caggaagaag
gagagtaaaa
gagtttttgt
cgtetettge

ctgactctct

<223> UNIdGAA

<400> 15
ggcgtcectect

Caaaaaaaca

gte

<210> 16
<211> 257
<212> ADN
<213> artificial
<220>

cttcttettg

aatttcaaaa

<223> UN2dGAA

<400> 16
aaagtatcaa

ccaaaaaaaa
caggactcta
cctttgttta

akaaaaaaaa
<210> 17
<211> 173
<212> ADN
<213> artificial
<220>
<223>R3
<400> 17
caagctctag

akaaaatcat
aaaaaaacaa

<210> 18
<211> 384

caaaaaagct
kaaaatcatc
gctttctact
tcatagcgca

caacaaa

ES 2780 692 T3

aaakaagaag

aakaaaactc

gtttggggat

aaakaagaag
aakaaaactc
gtttggggat
ggtgcegttg

ctttttegtt

tgagagtaaa

agagtttttg

tegtetecte
aaaaaaacaa
gtagtatcct

cgacaagagt

aagaagaaga agaagaagaa
ccaaaaaaaa kaaaatcatc

taaagaakaa aaaaaacaac

aagaagaaga agaagaagaa
ccaaaaaaaa kaaaatcatc
taaagaakaa aaaaaacaac
ctggttctca caccttttag

gcag

aaataaaact cccaaaaaaa

tgtttgggga ttaaagaaka

ttecttettgt gagagtaaaa
atttcaaaaa gagtttttgt
ctaaaggact gctgttctgt

actaactaat taacttaggg

gcgtcectecte
aaaaaaacaa

gte

gcgtetecte
aaaaaaacaa
aggtgagtaa

gtctgttete

akaaaatcat

aaaaaacaac

aakaaaactc
gtttgtaagt
gcacccecectt

ggattaaaga

cacgtctcct cttettecttg tgagagtaaa aaakaaaact cccaaaaaaa

caaaaaaaca aatttcaaaa agagtttttg tgtttgggga ttaaagaaka

ggaagaagaa akaagaagaa gaagaagaag aagaagaagc ctc

49

60

120

173

60

120

180

240

274

60

120

123

60

120

180

240

257

60

120

173
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15

20

25

<212> ADN
<213> artificial
<220>

<223> fUN1
<400> 18
caagctctag

ttcttettgt
atttcaaaaa
accacaacta
ttatttgtaa
atgtttcagg

tgtggtaaaa
<210> 19
<211> 277
<212> ADN
<213> artificial
<220>

<223> UN2-2
<400> 19
caagctctag

ttcttettgt
atttcaaaaa
gcgcagttgt

gtcttecegtt
<210> 20
<211> 252
<212> ADN
<213> artificial
<220>

<223> UN2-3
<400> 20
aagctctagce

tcttettgtg
tttcaaaaag
ttattaacca

aaaaacaaaa
<210> 21
<211> 254
<212> ADN
<213> artificial
<220>

<223> UN2-4

caggaagaag
gagagtaaaa
gagtttttgt
gaatgcagtg
ccattataag

ttcaggggga

tcgataagga

caggaagaag
gagagtaaaa
gagtttttgt
cgtetettge

ctgactctct

aggaagaaga
agagtaaaaa
agtaggtaag
atcatggctt

ca

ES 2780 692 T3

aaataagaag
aataaaactc
gtttggggat
aaaaaaatgc
ctgcaataaa
ggtgtgggag

teceg

aaakaagaag
aakaaaactc
gtttggggat
ggtgcegttg

ctttttegtt

aakaagaaga
akaaaactcc
attatctcett

aacgaaaaac

aagaagaaga
ccaaaaaaaa
taaagaataa
tttatttgtg
caagttaaca

gttttttaaa

aagaagaaga
ccaaaaaaaa
taaagaagaa

ctggttctca

gcaggcce

agaagaagaa
caaaaaaaak
cccaaaattg

aggttttgtg

50

agaagaagaa
gaaaatcatc
aaaaaacaac
aaatttgtga
acaacaattg

gcaagtaaaa

agaagaagaa
gaaaatcatc
aaaaaacaac

caccttttag

gaagaagaag
aaaatcatca
attacttttt

tttggggatt

gcgtetcecte
aaaaaaacaa
gtctggacaa
tgctattgcet
cattcatttt

cctctacaaa

gcgtetecte
aaaaaaacaa
aggtgagtaa

gtctgttetce

cgtctecectcet
aaaaaacaaa
tattgaacaa

aaagaakaaa

60

120

180

240

300

360

384

60

120

180

240

2717

60

120

180

240

252
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15

20

25

30

<400> 21
caagctctag

ttecttettgt
atttcaaaaa
aattactaac

aaaaaaacaa
<210> 22
<211> 266
<212> ADN
<213> artificial
<220>

<223> UN2-5
<400> 22
caagctctag

ttecttettgt
atttcaaaaa
ttttttgget

gattaaagaa
<210> 23
<211> 266
<212> ADN
<213> artificial
<220>

<223> UN2-6
<400> 23
caagctctag

ttcttettgt
atttcaaaaa
ttttttgget

gattaaagaa
<210> 24
<211> 265
<212> ADN
<213> artificial
<220>

<223> UN2-7
<400> 24
aagctctage

tcttettgtg
tttcaaaaag
tttttggcta

attaaagaak
<210> 25
<211> 266
<212> ADN
<213> artificial
<220>

<223> UN2-8

caggaagaag
gagagtaaaa
gagtaggtaa
atttcatggce

aaca

caggaagaag
gagagtaaaa
gagtgaggta
aacattttcc

kaaaaaaaac

caggaagaag
gagagtaaaa
gagtgaggta
aacattttcc

kaaaaaaaac

aggaagaaga
agagtaaaaa
agtgaggtaa
acattttcct

aaaaaaaaca

ES 2780

aaakaagaag
aakaaaactc
gattatctct

ttaacgaaaa

aaakaagaag
aakaaaactc
agattatcga
atggttttat

aaaaca

aaakaagaag
aakaaaactc
agattatcga
taggttttat

aaaaca

aakaagaaga
akaaaactcc
gattatcgat
aggttttatt

aaaca

51

692 T3

aagaagaaga
ccaaaaaaaa
tcccaaaatt

acaggttttg

aagaagaaga
ccaaaaaaaa
tatttaaatt

gatatcatge

aagaagaaga
ccaaaaaaaa
tatttaaatt

tatatctage

agaagaagaa
caaaaaaaak
atttaaatta

atatctagca

agaagaagaa
kaaaatcatc

gattactttt

tgtttgggga

agaagaagaa
kaaaatcatc
atttatttct

aggtacgttt

agaagaagaa
kaaaatcatc
atttatttct

aggtacgttt

gaagaagaag
aaaatcatca
tttatttcett

ggtacgtttt

gcgtctecte
aaaaaaacaa
attattgaac

ttaaagaaka

gcgtctecte
aaaaaaacaa

tettttecat

tgtgtttggg

gcgtctecte
aaaaaaacaa

tcttttecat

tgtgtttggg

cgtetectcet
aaaaaacaaa

cttttecatt

gtgtttgggg

60

120

180

240

254

60

120

180

240

266

60

120

180

240

266

60

120

180

240

265
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<400> 25
caagctctag

ttecttettgt
atttcaaaaa
ttttttggcet

gattaaagaa
<210> 26
<211> 287
<212> ADN
<213> artificial
<220>

<223> UN2-9
<400> 26
caagctctag

ttecttettgt
atttcaaaaa
ctaaaggact

actaactaat
<210> 27
<211> 251
<212> ADN
<213> artificial
<220>

<223> UN2-10
<400> 27
caagctctag

ttcttettgt
atttcaaaaa
atcatactaa

acaacgtcac
<210> 28
<211> 143
<212> ADN
<213> artificial
<220>

caggaagaag
gagagtaaaa
gagtgaggta
aacattttcc

kaaaaaaaac

caggaagaag
gagagtaaaa
gagtttttgt
gctgttetgt

taacttaggg

caggaagaag
gagagtaaaa
gagtttttgt
cgcaagaggc

c

<223> UN1dGAA-2

<400> 28

ES 2780 692 T3

aaakaagaag
aakaaaactc
agattatcga
taggttttat

aaaacc

aaakaagaag
aakaaaactc
gtttgtaagt
gcaccccecett

ggattaaaga

aaakaagaag
aakaaaactc
gtttgggtaa

gctgatattg

aagaagaaga
ccaaaaaaaa
tatttaaatt

tatatctagce

aagaagaaga
CCaaaaaaaa
caggactcta
cctttgttta

akaaaaaaaa

aagaagaaga
ccaaaaaaaa
gtaattgcct

cggttataca

agaagaagaa
kaaaatcatc
atttatttcet

aggtacgttt

agaagaagaa
kaaaatcatc
gctttctact
tcatagcgceca

caacaaa

agaagaagaa
kaaaatcatc
tactcggaaa

gggattaaag

gcgtectecte
aaaaaaacaa
tcttttecat

tgtgtttggg

gcgtetecte
aaaaaaacaa
gtagtatcct

cgacaagagt

gcgtctecte
aaaaaaacaa
ataatcaatc

aakaaaaaaa

aaagtatcaa caaaaaagct tcgtctceccte ttcecttettgt gagagtaaaa aakaaaactc

ccaaaaaaaa kaaaatcatc aaaaaaacaa atttcaaaaa gagtttttgt gtttggggat

taaagaakaa aaaaaacaac aaa

<210> 29
<211>123
<212> ADN
<213> artificial
<220>

<223> UN1dGAA-3

52

60

120

180

240

266

60

120

180

240

287

60

120

180

240

251

60

120

143
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40
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<400> 29
tcgtctecte ttettettgt gagagtaaaa aakaaaactc ccaaaaaaaa kaaaatcatc

aaaaaaacaa atttcaaaaa gagtttttgt gtttggggat taaagaakaa aaaaaacaac

gtc

<210> 30

<211>134

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> UN1dGAA-4

<400> 30

caagctctag cacgtctcet cttcettettg tgagagtaaa aaakaaaact cccaaaaaaa

akaaaatcat caaaaaaaca aatttcaaaa agagtttttg tgtttgggga ttaaagaaka

daaaaaaacaa cgcc

<210> 31

<211> 140

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> UN1dGAA-5

<400> 31

ggcaagctcet agcacgtcete ctettettet tgtgagagta aaaaakaaaa ctcccaaaaa

aaakaaaatc atcaaaaaaa caaatttcaa aaagagtttt tgtgtttggg gattaaagaa

kaaaaaaaac aacctccacc

<210> 32

<211>130

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> UN1dGAA-6

<400> 32

caagcgtctc ctcecttettet tgtgagagta aaaaakaaaa ctcccaaaaa aaakaaaatc

atcaaaaaaa caaatttcaa aaagagtttt tgtgtttggg gattaaagaa kaaaaaaaac

aacctccacc

<210> 33

<211>178

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> UN2dGAA-2

<400> 33

cgtctectet tettettgtg agagtaaaaa akaaaactcc caaaaaaaak aaaatcatca

aaaaaacaaa tttcaaaaag agtttttgtg tttggggatt aaagaakaaa aaaaacaacc

tcgtgegtgt tgecgatteg cgtacgaata cgecttgtge tgacacttet gtageace
<210> 34

<211> 238

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> UN2dGAA-3

53

60

120

123

60

120

134

60

120

140

60
120

130

60

120

178
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<400> 34
caagctctag cacgtctcect

akaaaatcat caaaaaaaca
aaaaaaacaa caggtgagta

acacctttta ggtctgttet
<210> 35

<211> 229

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> UN2dGAA-4

<400> 35

atcaagctct agcacgtctc

aaakaaaatc atcaaaaaaa
attatttatt tcttcttttc

agcaggtacg ttttgtgttt
<210> 36

<211> 188

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> UNIshuffle

<400> 36

caagctctag cacgtctcct

akaaaatcat caaaaaaaca
aaaaaaacaa ggaagaagaa

ccttcacce

<210> 37

<211>173

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> UN1shuffle-2

<400> 37

caagctctag cacgtctcct

akaaaatcat caaaaaaaca

aaaaaaacaa ggaagaagaa
<210> 38

<211> 154

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> UN1shuffle-3

<400> 38

gaagctctag cacgtctcct

akaaaatcat caaaaaaaca

aaaaaaacaa ggaagaagaa
<210> 39

<211> 179

<212> ADN

<213> artificial

ES 2780 692 T3

cttecttettg
aatttcaaaa
agcgcagttg

cgtcecttecgt

ctcttettcet
caaatttcaa
catttttttg

ggggattaaa

cttcttettg
aatttcaaaa

akaagaagaa

cttcttettg
aatttcaaaa

akaagaagaa

cttcttettg
aatttcaaaa

gaagaagaag

tgagagtaaa
agagtttttg
tcgtctettg

tctgactcte

tgtgagagta
aaagagtgag
gctaacattt

gaakaaaaaa

tgagagtaaa
agagtttttg

gaagaagaag

tgagagtaaa
agagtttttg

gaagaagaag

tgagagtaaa
agagtttttg

cgee

54

aaakaaaact
tgtttgggga
cggtgecegtt

tectttttegt

aaaaakaaaa
gtaagattat
tcctaggttt

aacaaaaca

cccaaaaaaa
ttaaagaaka
gctggttctce

tgcaggcece

ctcccaaaaa
cgatatttaa

tattatatct

aaakaaaact cccaaaaaaa
tgtttgggga ttaaagaaka

aagaagaagg gcggccgccc

aaakaaaact

tgtttgggga

aagaagaagc

aaakaaaact

tgtttgggga

cccaaaaaaa
ttaaagaaka

gecc

CcCCaaaaaaa

ttaaagaaka

60

120

180

238

60

120

180

229

60

120

180

188

60

120

173

60

120

154
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<220>

<223> UN1shuffle-4

<400> 39

ggcaagctct agcacgtctce

aaakaaaatc atcaaaaaaa

kaaaaaaaac aaggaagaag
<210> 40

<211> 160

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> UN1shuffle-5

<400> 40

ggcaagctct agcacgtctc

aaagaaaatc atcaaaaaaa

taaaaaaaac aaggaagaag

<210> 41
<211> 177
<212> ADN
<213> artificial
<220>

<223> UN1shuffle-6

<400> 41
caagctctag

akaaaatcat

aaaaaaacaa
<210> 42
<211> 277
<212> ADN
<213> artificial
<220>

cacgtctect
caaaaaaaca

ggaagaagaa

<223> UN2shuffle-1

<400> 42
caagctctag

akaaaatcat
aaaaaaacaa
gcgcagttgt

gtctteegtt
<210> 43
<211> 267
<212> ADN
<213> artificial
<220>

cacgtctccet
caaaaaaaca
ggaagaagaa
cgtctettge

ctgactctcet

<223> UN2shuffle-2

<400> 43
atcaagctct

aaakaaaatc
attatttatt
agcaggtacg

aagaagaaga

agcacgtctc
atcaaaaaaa
tecttetttte
ttttgtgttt

agaagaagaa

ES 2780

ctcttettet
caaatttcaa

aaakaagaag

ctcttettet
caaatttcaa

aagaagaaga

cttcttettg
aatttcaaaa

akaagaagaa

cttcttettg
aatttcaaaa
akaagaagaa
ggtgcegttg

ctttttegtt

ctcttecttet
caaatttcaa
catttttttg
ggggattaaa

gaaaaca

55

692 T3

tgtgagagta
aaagagtttt

aagaagaaga

tgtgagagta
aaagagtttt

agcctecace

tgagagtaaa
agagtttttg

gaagaagaag

tgagagtaaa
agagtttttg
gaagaagaag
ctggttctca

gcaggcce

tgtgagagta
aaagagtgag
gctaacattt

gaakaaaaaa

aaaaakaaaa

tgtgtttggg

agaagaagaa

aaaaataaaa

tgtgtttggg

aaakaaaact

tgtttgggga

aagaagaagc

aaakaaaact
tgtttgggga
aagaagaagc

caccttttag

aaaaakaaaa
gtaagattat
tcctaggttt

aacaaggaag

ctcccaaaaa
gattaaagaa

gcctccacce

ctcccaaaaa

gattaaagaa

cccaaaaaaa
ttaaagaaka

cteccace

cccaaaaaaa
ttaaagaaka
aggtgagtaa

gtctgttcte

ctcccaaaaa
cgatatttaa
tattatatct

aagaaakaag

60

120

179

60

120

160

60

120

177

60

120

180

240

277

60

120

180

240

267



10

15

20

25

30

35

40

<210> 44
<211> 264
<212> ADN
<213> artificial
<220>

<223> CAA1
<400> 44
caagctctac

tcttettett

gtaagattat

tcctaggttt

caacattaac
<210> 45
<211> 188
<212> ADN
<213> artificial
<220>

<223> CAA2
<400> 45
caacctctac

atctccctcet
atttcaaaaa

ccttecace
<210> 46
<211> 207
<212> ADN
<213> artificial
<220>

<223> CAA3
<400> 46
gtatttttac

caattacaag
aaaatcatca

aaaaacaagg
<210> 47
<211> 188
<212> ADN
<213> artificial
<220>

<223> CAA4
<400> 47
caagctctac

tcttettett
aatttcaaac

ccttcace
<210> 48
<211> 175
<212> ADN
<213> artificial
<220>

<223> CAA5

caccaagaac
gtcaactcca

cgatatttaa

tattatatct

atcatatcaa

caccaacaac
cagagtaaaa

gacttcttct

aacaattacc
cgtctectet
aaaaaacaaa

cggecegecee

caccaagaac
gtcaactcca

aacaacaaca

ES 2780 692 T3

aaacaacaac
aaatcaaact

attatttatt

agcaggtacg

aacc

aacatatata

CCCaaaaaaa

tcttetttte

aaatttcaaa

aaacaacaac caccatctcce
agcaaatcat caaaagtgag

catttttttg gctaacattt

CcaaCaacCaacC aaacCaacaaa

aaacaacaac aacaacaaca acaacaacaa ccctctccac

aacaaaactc ccaaaaaaaa gaaaatcatc aaaaaaacaa

cattccttat taaagaacaa aaaaaacaag gcggccgccc

aacaacaaca aacaacaaac aacattacaa ttactattta

tcttettgtg agagtaaaaa ataaaactcec caaaaaaaag

tttcaaaaag agtttttgtg tttggggatt aaagaataaa

cttcacc

aaacaacaac aacatatata aaacaacaac caccatctcc

aaatcaaact cccaaaaaaa agcaaatcat caaaaccaca

aacaacaaac aacattaaca tcatatcaag gcggccgccc

56

60

120

180

240

264

60

120

180

188

60

120

180

207

60

120

180

188



10

15

20

25

30

35

<400> 48
caacctctac

atctccctcet

tttcaaaaag
<210> 49
<211> 177
<212> ADN
<213> artificial
<220>

<223> CAA6
<400> 49
caagctctac

tcttettett

aatttcaaac
<210> 50
<211> 175
<212> ADN
<213> artificial
<220>

<223> TATA1
<400> 50
caagctctag

ttcttecttga

ttcaaaaaga
<210> 51
<211>177
<212> ADN
<213> artificial
<220>

<223> TATA2
<400> 51
caagctctag

cttcttettg

atttcaaaaa
<210> 52
<211> 315
<212> ADN
<213> Atrtificial
<220>

caccaacaac
cagagtaaaa

aattcaactc

caccaagaac
gtcaactcca

aacaacaaca

caggaagaag
cagagtaaaa

gtttttgtgt

caggaagaag
tgaagtaaaa

gagtttttgt

<223> fragmento

<400> 52
ggagttcecge

ccgcecccattg
ttgacgtcaa
tcatatgcca
tgcccagtac
cgctattacce
<210> 53

<211> 303

<212> ADN
<213> Artificial

gttacataac
acgtcaataa
tgggtggagt
agtacgcccce
atgaccttat

atggt

ES 2780

aaacaacaac
aacaaaattg

attcaatatt

aaacaacaac
aaatcaaact

aacaacaaac

aaataagaag
aataactttt

ttggggatta

aaataagaag

aataaaactc

gtttggggat

ttacggtaaa
tgacgtatgt
atttacggta
ctattgacgt

gggactttcc

57

692 T3

aacaacaaca
acaaaaaaaa

acaacaagaa

aacatatata
cccaaaaaaa

aacattaaca

aagaagaaga
ataataaaga

aagaataaaa

aagtatataa
ccaaaaaaaa

taaagaataa

tggceccegect
tcccatagta
aactgcccac
caatgacggt

tacttggcag

acaacaacaa
gattttataa

caaaggaggt

aaacaacaac
agcaaatcat

tcatatcaac

agaagaagaa
aaatcatcaa

aaaaggaggt

aagaagaaga
gaaaatcatc

aaaaaacaac

ggctgaccge
acgccaatag
ttggcagtac
aaatggcccg

tacatctacg

ccctetecac
taaaaacaaa

cacat

caccatctce
caaaaccaca

ctccace

gcgtctecte
aaaaacaaat

cacat

agcgtctect
aaaaaaacaa

ctecace

ccaacgaccc
ggactttcca
atcaagtgta
cctggcatta

tattagtcat

60

120

175

60

120

177

60

120

175

60

120

177

60

120

180

240

300

315



10

15

<220>

<223> fragmento

<400> 53
ggcctecegeg

ccacgtcaga
cggcccgetg
gacgggactt
aaaagtagtc
gat
<210> 54
<211> 305
<212> ADN

<213> Artificia
<220>

ccgggttttg
cgaagggcgc
ctcataagac
gggtgactct

ccttetegge

<223> fragmento

<400> 54
cgttacataa

gacgtcaata
atgggtggag
aagtacgccce
catgacctta
catga
<210> 55
<211> 1428
<212> ADN

<213> Artificial
<220>

cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
cctattgacg

tgggacttte

<223> fragmento

ES 2780 692 T3

gcgecteeeg
agcgagcgtce
tcggecttag

agggcactgg

gattctgcegg

atggcccgec
ttcccatagt
aaactgccca
tcaatgacgg

ctacttggca

cgggcgcecece

ctgatcctte
aaccccagta
ttttctttee

agggatctcc

tggctgaccg
aacgccaata
cttggcagta
taaatggcce

gtacatctac

58

cctectecacg
cgcccggacg
tcagcagaag
agagagcgga

gtggggcggt

cccaacgacc
gggactttcc
catcaagtgt
gcctggeatt

gtattagtca

gcgagcgcetg
ctcaggacag
gacattttag
acaggcgagg

gaacgccgat

ccegeccatt
attgacgtca
atcatatgcc
atgcccagta

tcgctattac

60

120

180

240

300

303

60

120

180

240

300

305



<400> 55
cgttacataa

gacgtcaata
atgggtggag
aagtacgccc
catgacctta
catgaattgg
atccgcctga
gggaaataat
agcctaaact
cggcgtcectac
agcccggagce
tggacgtggt
gtaacgacct
ggggttgggt
ctgggcecettt
cgegggttga
gcggggaagyg
cagtgtgaga
gggtttggtt
tcggtcgggg
agagagcgct
aagtgactta
ttttgaagga
atcctgaggt
<210> 56

<211> 1055
<212> ADN

cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
cctattgacg
tgggactttce
tttgatctga
taattttctt
tttttaggag
gcctcteggg
gtgaggggtg
atttaggggc
tggtgattgg
tgggggggtyg
gggccgcetga
ccgggacagt
cggaaactaa
cggaaaagag
aaggtgcccce
ttgttttcag
gagtttgaat
ctggattttc
gccttgtaaa
atagttgcta

gacacgctta

<213> fragmento

ES 2780

atggccecgece
ttcccatagt
aaactgccca
tcaatgacgg
ctacttggca
ttataaccta
atattttcct
cctttettac
aggttgggcg
ataagtgacg
ggttggettt
caggatcctg
tgagaggggg
ggggagggcyg
gggccttgtt
cggacgccta
gtagtttgtg
ttettgtgtt
tttgcctaac
atccggaaca
cgctgttgac
attgagggga
attttgaaga

tgttttactt

59

692 T3

tggctgaccg
aacgccaata
cttggcagta
taaatggccce
gtacatctac
ggtcgaggaa
aaagaaggaa
ggctatgagg
cggcgaacta
caacactcgt
gttgggtgag
gtatccgcecta
gaatgggtga
tgggggaggg
gacctgaggg
accgatecgge
tggtttectgg
tcaatgggat
accgtgctta
gttagtgggg
gttgaaacct
ggcttgegga
atattaggtg

ttaaactagg

cccaacgacc
gggactttcc
catcaagtgt
gcctggeatt
gtattagtca
ggtttcttca
gagaagcgca
aatttggggce
ctttcagcgg
tgcataaatt
cttgtttgtg
acaggtactg
ggtcaaggtg
gagggcgagyg
gggcgagggce
gattctgtceg
aagcctttac
ttttattteg
ggtttgaggc
aaagctgtgg
tgaatgacga
atattaacgt
taaaagcaag

tcagcatg

cccgeccatt
attgacgtca
atcatatgcc
atgcccagta
tcgectattac
actcaaattc
tagaggagaa
tcagttgaaa
cgcacggaga
tgccteecgece
tccctgtggg
gcccgcagcec
gaggcttctt
tgacgcggceg
ggttggcgeg
agtttactte
tttggaatct
cgagtecttgt
agattggagt
acgattggta
atttcgtatt
atttaaggca

aaatacaatg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1428



10

<400> 56
ggagttccge

ccgcecccattg
ttgacgtcaa
tcatatgcceca
tgcccagtac
cgctattacc

ctcecccaccee

9999999999
aggcggagag
gcgaggcegge
gcgegetgece
tgactgaccg
cgcgggcgec
tcctgatcecet
agaaccccag
ggttttettt

ggagggatct

tetttttttt
<210> 57
<211>753
<212> ADN
<213> Artificia
<220>

gttacataac
acgtcaataa
tgggtggagt
agtacgcccce
atgaccttat
atggtcgagg
ccaattttgt
gggggcgcege
gtgcggegge
ggcggcggeg
ttcgeceecgt
cgttactaaa
cccctectcea
tcegeeecgga
tatcagcaga
ccagagagcg
ccgtggggeg

tctacaggtce

<223> CMV promoter

<400> 57
tcaatattgg

ttggccattg
aatatgaccg
gtcattagtt
gcctggetga
agtaacgcca
ccacttggca

cggtaaatgg

ccattagcca
catacgttgt
ccatgttggce
catagcccat
ccgcccaacg
atagggactt
gtacatcaag

cccgecetgge

ES 2780

ttacggtaaa
tgacgtatgt
atttacggta
ctattgacgt
gggactttcc
tgagccceccac
atttatttat
gccaggceggyg
agccaatcag
gccctataaa
gcccegetee
acaggtaagt
cggcgagcgce
cgctcaggac
aggacatttt
gaacaggcga
gtgaacgcceg

ctgggtgacg

tattattcat
atctatatca
attgattatt
atatggagtt
acccccgecce
tccattgacg
tgtatcatat

attatgccca

60

692 T3

tggececegect
tcccatagta
aactgcccac
caatgacggt
tacttggcag
gttctgette
tttttaatta
gcggggcggyg
agcggcgcge
aagcgaagcg
gccgecgect
ccggcectecg
tgccacgtca
agcggcccge
aggacgggac
ggaaaagtag
atgatgcctc

aacag

tggttatata
taatatgtac
gactagttat
ccgegttaca
attgacgtca
tcaatgggtg
gccaagtcceg

gtacatgacc

ggctgaccge
acgccaatag
ttggcagtac
aaatggcccg
tacatctacg
actctcccca
ttttgtgcag
gcgaggggcyg
tccgaaagtt
cgcggeggge
cgcgccgecce
cgeegggttt
gacgaagggc
tgctcataag
ttgggtgact
tcecctteteg

tactaaccat

gcataaatca
atttatattg
taatagtaat
taacttacgg
ataatgacgt
gagtatttac
ccccectattg

ttacgggact

ccaacgaccc
ggactttcca
atcaagtgta
cctggecatta
tattagtcat
tcteccecce
cgatgggggc
gggcggggcyg
tcettttatg
gggagtcgct
gcececeggete
tggcgectcee
gcagcgagcg
actcggecett
ctagggcact
gcgattctge

gttcatgttt

atattggcta
gctcatgtece
caattacggg
taaatggccc
atgttcccat
ggtaaactgc
acgtcaatga

ttecctacttg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1055

60

120

180

240

300

360

420

480



10

15

ES 2780

gcagtacatc tacgtattag tcatcgctat
caatgggcgt ggatagceggt ttgactcacg
caatgggagt ttgttttggc accaaaatca
cgcceegttg acgcaaatgg geggtaggeg

tcgtttagtg aaccgtcaga tcactagaag

692 T3

taccatagtg atgcggtttt ggcagtacac 540
gggatttcca agtctccacc ccattgacgt 600

acgggacttt ccaaaatgtc gtaataaccc 660

<210> 58
<211>69
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

<223> promotor minimo de CMV

<400> 58

taggcgtgta cggtgggagg tctatataag

tagaagctt
<210> 59
<211> 2248
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

<223> EEE1-Xt

<400> 59
tggtgaccct

tcccaccaaa
tcaatatgtg
cattatgaac
ctgctcttac
caggtatttt
tgcctggage
accaccacat
aaggtttggg

ggggcttagce

aaggaggatc
gagatacaca

ggacgtaggc

gcatggtcta

gtctcaaaaa
ggtttatttt
tcaatgtcce
tgcctgacat
tgctgagcca
ctgtatagcc
ttggatatge
ccgctaacat
ggatggatgt
tgecgeggtgg
tctgtgagtt
gacaaaccct
ttggtgtggt

catagcttgt

accctcaaaa
taataatatg
cagggacatt
ggctaatggg
tgtctctgaa
ctggctgtce
acctgcettcet
gcacaattct
agcttaatgg
gtggtgcctg
cgaggccagce
gtctcaccaa
ggcacacatt

ttcaggcaac

61

tgtacggtgg gaggtctata taagcagagce 720
ctt 753
cagagctcgt ttagtgaacc gtcagatcac 60

69
agtgttggga ttagtggcat gcaccaccat 60
tgtgtgagtg tgtatcacta tgagtatatg 120
taaagagccce ctgaagctgg agtcatagge 180
aattgaactc agattttctg gaagttatac 240
gaccccaggg attttttttt ttttttgaga 300
tgaaagcact ctctatatgt agaccaggct 360
gcctcaggaa tggtgggatt gaaggtgtge 420
taatgggttt atatcttatt taatgaatga 480
aaaatgactg aagatttcaa ttaaaaatct 540
cctttagtece cagtactggg gaggcagagg 600
tggtctataa cgtgagttcc aggacagcca 660
aacaaaacaa caacaacaac aacaaatctg 720
ttgattccag cacttggaag gaagaggcct 780
cagagctaca tagtgagatc ctgtctcaac 840



10

aaaaataaaa
aaatttggga
ggacaccaag
aggtcgaatg
attcattttt
taaactttgt
ccagggagct
ggctccaaag
ccaccgggac
gcatgecgeeg
tcgtgattga
tccecteecce
accttgttgg
tcecctaaceg
aggcgactcce
tctgtgagga
agagacgggg
tggccegega
gtggaagcct
caggcccgceg
gttgegggece
cggtcggatt
gtcggttggt
tcataatggg
<210> 60
<211> 1159
<212> ADN

<213> Artificial
<220>

<223> EEE1-80

<400> 60
tcaaaactcg

tttegttecece

tcagggatgg

taatctaagg
aatgtgacct
tgcaaacagg
ccaactgttt
caaaactcgg
ttegttecce
cagggatggg
ggaccccagt
cccccagacg
aggtccgcetce
caagtcacac
acaaagcccc
ctctagtcag
catttecegeg
gggcgggtct
ctgetgecge
agggggcgceg
ggaaggcgac
gaggggatag
aggcagctgce
gtaggtgcct
ttcatcegtt
ggcggttgaa

tggtgaggac

gggagagttt

cttgttttga

gcccaggggce

ES 2780

cttcaaaggg
tttccttagt
ctcaagaaca
tcaagaactg
ggagagtttt
ttgttttgag
cccaggggcce
gtggcaggag
gggtaagcgg
cggccgeget
acgctgatcc
ctactctctg
gcgcctcegg
gagggatcgt
tagctagttc
cgecgetggt
gacacgaggg
tgtcctgagg
gcgagcggcec
agccgggaac
ccgaagtgag
gctaaagacg
cctggactaa

atttccct

692 T3

ttcaatctct
gacagtcaga
gcctggaaag
tgtggatttt
cccectttat
aattgcagag
tggcggggcet
ccaaagccct
gtgggtgtct
gatccaagcce
ctecegegggg
ggcaccacac
tgcagagact
€gggagggcyg
cgtcggagac
gaggagaagc
gcagcccgceg
cggaggaccc
ctgaggecgcet
gtgcggccaa
agccgtggge
gaagtgcgac

ggcgcacatg

taggtagcta
tagaaccttc
gtctagtgcet
tctgeetgta
aatttttttt
tcatccacce
gaaggggctg
aggtccctag
ggggcgcgaa
gggttctcge
ccgcacaggg
acgaacattc
ggaacggcct
tggcttectga
ccgagttcag
cgecegegett
gcctggacgt
agcggcaaga
cgacggggtt
ccccttattt
gtttgactgt
tgagacggga

acgtcgeggt

aatatgaaca
tcgagtgcaa
atggggcecttc
acgaattcag
ttaaatttat
tgtcacagtg
gggaagcgag
aacgcagagg
gccgcactge
gccgacctgg
tcacagcctt
cttgagcegtg
tgggaagtag
ggattatata
tecgecegette
ggcgtagetg
tectgttteceg
tggcggecaa
gggggggaag
tttttgacgg
cgggagaggt
agggggggga

ttctatggge

tccececttta taattttttt tttaaattta ttaaactttg

gaattgcaga gtcatccacc ctgtcacagt gccagggagce

ctggcecgggge tgaagggget ggggaagcga gggctccaaa

62

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2248

60

120

180



10

gggaccccag
ccccecccagac
gaggtccgcet
acaagtcaca
cacaaagccc
gctctagtca
gcatttcege
cgggegggte
actgctgecg
gagggggcgce
aggaaggcga
tgaggggata
gaggcagctg
cgtaggtgcee
tttcatcegt
tggcggttga
gtggtgagga
<210> 61
<211> 869
<212> ADN

<213> Artificial
<220>

<223> EEE1-60

<400> 61
cgcatgegece

gtcgtgattg
ttcececteee
gaccttgttg
gtccctaacce
aaggcgactc
ctctgtgagg
gagagacggg

gtggcccgeg

tgtggcagga
ggggtaagcg
ccggecgege
cacgctgatc
cctactctcet
ggcgcecteeg
ggagggatcg
ttagctagtt
ccgecgetgg
ggacacgagg
ctgtcctgag
ggcgagegge
cagccgggaa
tccgaagtga
tgctaaagac
acctggacta

catttccecet

gaggtccgcet
acaagtcaca
cacaaagccc
gctctagtca
gcatttccge
cgggegggte
actgctgccg
gagggggcgce

aggaaggcga

ES 2780

gccaaagccce
ggtgggtgte
tgatccaagce
ccteegeggg
gggcaccaca
gtgcagagac
tcgggagggce
ccgtcggaga
tgaggagaag
ggcagcccgce
gcggaggacc
cctgaggege
cgtgecggcececa
gagccgtggg
ggaagtgcga

aggcgcacat

ccggecgege
cacgctgatc
cctactctcet
ggcgecteeg
ggagggatcg
ttagctagtt
ccgecgetgg
ggacacgagg

ctgtcctgag

63

692 T3

taggtcccta
tggggcgega
cgggttcteg
gccgcacagg
cacgaacatt
tggaacggcecce
gtggcttctg
cccgagttceca
ccgecgeget
ggcctggacg
cagcggcaag
tcgacggggt
accccttatt
cgtttgactg
ctgagacggg

gacgtcgegg

tgatccaagc
cctecgeggg
gggcaccaca
gtgcagagac
tcgggagggce
ccgtcggaga
tgaggagaag
ggcagcccge

gcggaggacc

gaacgcagag
agccgcactg
cgeccgacctg
gtcacagcct
ccttgagegt
ttgggaagta
aggattatat
gtcgeegett
tggcgtaget
ttetgtttece
atggcggcecca
tgggggggaa
ttttttgacg
tcgggagagg
aagggggggyg

tttctatggg

cgggttcetceg
gccgcacagg
cacgaacatt
tggaacggcece
gtggcttcetg
cccgagttca
ccgecgegcet
ggcctggacg

cagcggcaag

gccaccggga
cgcatgecgece
gtcgtgattg
ttccectece
gaccttgttg
gtcectaacce
aaggcgactc
ctctgtgagg
gagagacggg
gtggccegeg
agtggaagcc
gcaggcccgce
ggttgcggge
tcggtcggat
agtcggttgg

ctcataatgg

cgccgacctg
gtcacagcct
ccttgagegt
ttgggaagta
aggattatat
gtcgeegett
tggcgtagcet
ttectgtttece

atggcggcca

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1159

60

120

180

240

300

360

420

480

540



10

15

agtggaagcc
gcaggcccegce
ggttgcggge
tcggtceggat
agtcggttgg
ctcataatgg
<210> 62
<211>724
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

<223> EEE1-50
<400> 62
tctectgggea
cteceggtgea

gatcgtcggg
tagttcegte
gctggtgagg
cgaggggcag
ctgaggcgga
gcggecctga
gggaacgtgce
agtgagagcc
aagacggaag
gactaaggcg
ccct

<210> 63
<211> 1449
<212> ADN
<213> Atrtificial
<220>

<223> EEE1-SL
<400> 63

tgaggggata
gaggcagctg
cgtaggtgcece
tttcatcegt
tggcggttga

gtggtgagga

ccacacacga
gagactggaa
agggcgtgge
ggagacccga
agaagccgcec
cccgeggect
ggacccagcg
ggcgctcgac
ggccaacccce
gtgggegttt
tgcgactgag

cacatgacgt

ES 2780

ggcgagcggce
cagccgggaa
tccgaagtga
tgctaaagac
acctggacta

catttcccet

acattccttg
cggeccttggg
ttctgaggat
gttcagtege
gcgettggeg
ggacgttctg
gcaagatggc
ggggttgggg
ttattttttt
gactgtcggg

acgggaaggyg

cgeggtttet

692 T3

cctgaggege
cgtgcggceca
gagcegtggg
ggaagtgcga

aggcgcacat

agcgtgacct
aagtagtccc
tatataaggc
cgcttetetg
tagctgagag
tttcecgtgge
ggccaagtgg
gggaagcagg
tgacgggttg
agaggtcggt
gggggagtcg

atgggctcat

tcgacggggt
accccttatt
cgtttgactg
ctgagacggg

gacgtcgegg

tgttggctct
taaccgcatt
gactcecggge
tgaggactgc
acggggaggg
ccgcgaggaa
aagcctgagg
cccgegagge
cgggccgtag
cggattttca
gttggtggeg

aatgggtggt

tttcaggcaa ccagagctac atagtgagat cctgtctcaa caaaaataaa

gcttcaaagg gttcaatctce ttaggtaget aaatatgaac aaaatttggg

ttttecttag tgacagtcag atagaacctt ctcgagtgca aggacaccaa

64

tgggggggaa
ttttttgacg
tcgggagagg
aagggggggg

tttctatggg

agtcaggcge
tccgeggagg
gggtcttagce
tgcegecegece
ggcgeggaca
ggcgactgtce
ggataggcga
agctgcagcece
gtgcctccga
tcecgttgeta
gttgaacctg

gaggacattt

ataatctaag
aaatgtgacc

gtgcaaacag

600

660

720

780

840

869

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

724

60

120

180



10

15

gctcaagaac
ttcaagaact
gggagagttt
cttgttttga
gcccaggggce
tgtggcagga
ggggaaagcg
ccggeccgege
cacgctgatc
cctactctct
ggcgcecteeg
ggagggatcg
ttagctagtt
ccgecgetge
ggacacgagg
ctgtcctgag
ggcgagcggce
cagccgggaa
tccgaattga
tgctaaagac
acctggacta

catttcecct
<210> 64
<211> 33
<212> ADN
<213> Artificia
<220>

agcctggaaa
gtgtggattt
tcccecttta
gaattgcaga
ctggcgggge
gccaaagccc
gttgggtgtc
tgatccaagce
ccteecgeggg
gggcaccaca
gtgcagagac
tecgggagggce
ccgtecggaga
tgaggagaag
ggcagcccge
gcggaggacce
cctgaggege
cgtgcggceca
gagccgtggg
ggaagtgcga

aggcgcacat

<223> HC RACE PRIMER

<400> 64

ES 2780

ggtctagtgce
ttctgectgt
taattttttt
gtcatccacc
tgaaggggct
taggtcccta
tggggcgega
cgggtteteg
gccgcacagg
cacgaacatt
tggaacggcce
gtggcttctg
cccgagttceca
ccgeegeget
ggcctggacg
cagcggcaag
tcgacggggt
accccttatt
cgtttgactg
ctgagacggg

gacgtcgegg

gctggtgccc aggtecttag cgcaatagta cac 33

<210> 65
<211> 4128
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

692 T3

tatggggctt
aacgaattca
tttaaattta
ctgtcacagt
ggggaagcga
gaacgcagag
agccgcactg
cgcecgaccetg
gtcacagcct
ccttgagegt
ttgggaagta
aggattatat
gtcgeegett
tggcgtaget
ttectgtttcee
atggcggcca
tgggggggaa
ttttttgacg
tcgggagagg
aagggggggg

tttectatggg

caggtcgaat
gattcatttt
ttaaactttg
gccagggagce
gggctccaaa
gccaccggga
cgcatgcgece
gtcgtgattg
ttccectecee
gaccttgttg
gtccctaacce
aaggcgactc
ctctgtgagg
gagagacggg
gtggccegeg
agtggaagcc
gcaggcccgce
ggttgcggge
tcggteggat
agtcggttgg

ctcataatgg

<223> Secuencia de vector de cadena ligera sin la secuencia codificante

65

gccaactgtt
tcaaaactcg
tttegttccce
tcagggatgg
gggaccccag
ccccccagac
gaggtcecget
acaagtcaca
cacaaagccc
gctctagtca
gcatttcecge
cgggcgggte
actgctgccg
gagggggcgce
aggaaggcga
tgaggggata
gaggcagctg
cgtaggtgcece
tttcatcegt
tggcggttga

gtggtgagga

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1449



<400> 65
tgcaggcggce

aaaataatct
gggaaatgtg
caagtgcaaa
aatgccaact
ttttcaaaac
ttgtttegtt
agctcaggga
aaagggaccc
ggacccccca
gccgaggtece
ttgacaagtc
ccccacaaag
ttggctctag
accgcatttce
ctcegggegg
aggactgctg
9999299999
gcgaggaagg
gcctgagggyg
cgcgaggcag
ggccgtaggt
gattttcatc
tggtggcggt
tgggtggtga
gatcttcaat
ggctattggce
tgtccaatat
acggggtcat

ggcccgectg

cgctttcagg
aaggcttcaa
accttttecct
caggctcaag
gttttcaaga
tcggggagag
ccecettgttt
tgggceccagg
cagtgtggca
gacggggtaa
gctceggeeg
acacacgctg
ccccectacte
tcaggcgect
cgcggaggga
gtcttagcta
ccgecgecge
cgcggacacg
cgactgtcct
ataggcgagce
ctgcagececgg
gcctecgaag
cgttgctaaa
tgaacctgga
ggacatttcce
attggccatt
cattgcatac
gaccgccatg
tagttcatag

gctgaccgee

ES 2780

caaccagagc
agggttcaat
tagtgacagt
aacagcctgg
actgtgtgga
ttttecccect
tgagaattgc
ggcctggegg
ggagccaaag
gcgggtgggt
cgctgatcceca
atccctcege
tctgggcacce
ccggtgcaga
tcgtegggag
gttccgtegg
tggtgaggag
aggggcagcec
gaggcggagg
ggccctgagg
gaacgtgegg
tgagagccgt
gacggaagtg
ctaaggcgca
ctgtttaaac
agccatatta
gttgtatcta
ttggcattga
cccatatatg

caacgacccc

66

692 T3

tacatagtga
ctcttaggta
cagatagaac
aaaggtctag
tttttectgee
ttataatttt
agagtcatcc
ggctgaaggg
ccctaggtcece
gtctggggeg
agcegggtte
ggggccgeac
acacacgaac
gactggaacg
ggcgtggcett
agacccgagt
aagccgecge
cgcggectgg
acccagcggce
cgctcgacgg
ccaacccctt
gggcgtttga
cgactgagac
catgacgtcg
ttaaacaagt
ttcattggtt
tatcataata
ttattgacta
gagttccgeg

cgcccattga

gatcctgtcet
gctaaatatg
cttctcgagt
tgctatgggg
tgtaacgaat
ttttttaaat
accctgtceac
gctggggaag
ctagaacgca
cgaagccgca
tcgegecgac
agggtcacag
attccttgag
gccttgggaa
ctgaggatta
tcagtcgecg
gcttggegta
acgttctgtt
aagatggcgg
ggttgggggg
attttttttg
ctgtcgggag
gggaaggggyg
cggtttctat
ttgtacaaaa
atatagcata
tgtacattta
gttattaata
ttacataact

cgtcaataat

caacaaaaat
aacaaaattt
gcaaggacac
cttcaggtcg
tcagattcat
ttattaaact
agtgccaggg
cgagggctce
gaggccaccg
ctgecgecatge
ctggtegtga
cctttecect
cgtgaccttg
gtagtcccta
tataaggcga
cttctctgtg
gctgagagac
tccgtggece
ccaagtggaa
gaagcaggcc
acgggttgeg
aggtcggteg
gggagtcggt
gggctcataa
aagcaggcta
aatcaatatt
tattggctca
gtaatcaatt
tacggtaaat

gacgtatgtt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800



cccatagtaa
actgcccact
aatgacggta
acttggcagt
tacaccaatg
gacgtcaatg
aaccccgcecce
agagctecgtt
cccaagctgg
ggcttaactc
gccatctgtt
tgtcctttece
tctggggggt
tgctggggat
gttagatatc
ggcagaagta
ggctcecccag
ccgccectaa
catgcctgac
ttccagaagt
gcttgtatat
gaacaagatg
gactgggcac
gggcgcecgg
gaggcagcgc
gttgtcactg
ctgtcatctc
ctgcatacgce
cgagcacgta
caggggctcg

gatctcgtceg

cgccaatagg
tggcagtaca
aatggcccge
acatctacgt
ggcgtggata
ggagtttgtt
cgttgacgeca
tagtgaaccg
ctagcgttta
tagaccatgg
gtttgccect
taataaaatg
ggggtgggge
gcggtggget
tgtggaatgt
tgcaaagcat
caggcagaag
ctccgeccat
taattttttt
agtgaggagg
ccattttegg
gattgcacgce
aacagacaat
ttctttttgt
ggctatcgtg
aagcgggaag
accttgctcc
ttgatcecgge
ctecggatgga
cgccagccga

tgacacatgg

ES 2780

gactttccat
tcaagtgtat
ctggcattat
attagtcatc
geggtttgac
ttggcaccaa
aatgggcggt
tcagatcact
aacgggccct
ggcgcgecgg
ccececegtgece
aggaaattgc
aggacagcaa
ctatggcttc
gtgtcagtta
gcatctcaat
tatgcaaagce
cccgecccta
tatttatgca
cttttttgga
atctgatcaa
aggttcteccg
cggcetgetcet
caagaccgac
gctggccacg
ggactggctg
tgccgagaaa
tacctgccca
agccggtcett
actgttecgee

cgatgcctge

67

692 T3

tgacgtcaat
catatgccaa
gcccagtaca
gctattacca
tcacggggat
aatcaacggg
aggcgtgtac
agaagcttaa
ctagtaacgg
ttcagecteg
ttccttgacc
atcgcattgt
gggggaggat
tgaggcggaa
gggtgtggaa
tagtcagcaa
atgcatctca
actccgccca
gaggccgagg
ggcctaggcet
gagacaggat
gcegettggg
gatgcecgeeg
ctgtceggtg
acgggcgttce
ctattgggcg
gtatccatca
ttcgaccacc
gtcgatcagg
aggctcaagg

ttgccgaata

gggtggagta
gtccgececce
tgaccttacg
tagtgatgcg
ttccaagtet
actttccaaa
ggtgggaggt
tacgactcac
ccgeccagtgt
actgtgecett
ctggaaggtg
ctgagtaggt
tgggaagaca
agaaccagct
agtccccagg
ccaggtgtgg
attagtcagc
gttccgecca
ccgecctetge
tttgcaaaaa
gaggatcgtt
tggagaggcet
tgttcegget
ccctgaatga
cttgcgcage
aagtgccggg
tggctgatgce
aagcgaaaca
atgatctgga
cgcgcatgece

tcatggtgga

tttacggtaa
tattgacgtc
ggactttcct
gttttggcag
ccaccccatt
atgtcgtaat
ctatataagc
tatagggaga
gctggaattc
ctagttgcca
ccactcccac
gtcattctat
atagcaggca
ggatccatcce
ctccccagea
aaagtcccca
aaccatagtc
ttcteceggece
ctctgagcta
gctceceggga
tcacatgatt
attcggctat
gtcagecgcag
actgcaggac
tgtgctcgac
gcaggatctce
aatgcggcegg
tcgcatcgag
cgaagagcat
cgacggcgag

aaatggccgce

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660



10

ttttctggat
ttggctacce
ctttacggta
ttcttctagg
ggaatcgttt
ttcttegece
atcacaaatt
ctcatcaatg
<210> 66
<211> 2647
<212> ADN

<213> Artificial
<220>

tcatcgactg
gtgatattgc
tcgceegetee
taccacgaga
tccgggacge
accccaactt
tcacaaataa

tatcttatca

ES 2780

tggccggetg
tgaagagctt
cgattcgcag
tttcgattcece
cggctggatg
gtttattgca
agcatttttt

tgtctcaggt

692 T3

ggtgtggegg
ggcggcgaat
cgcatecgect
accgccgect
atcctccage
gcttataatg
tcactgcatt

tgatgagcat

accgctatca
gggctgaceg
tctategecet
tctatgaaag
gcggggatcet
gttacaaata
ctagttgtgg

attttacc

<223> Secuencia de vector de cadena pesada sin la secuencia codificante

<400> 66
tgcaggcggce

aaaataatct
gggaaatgtg
caagtgcaaa
aatgccaact
ttttcaaaac
ttgtttegtt
agctcaggga
aaagggaccc
ggacccccca
gccgaggtcece
ttgacaagtc
ccccacaaag
ttggctctag
accgcatttc
ctcegggegg
aggactgctg
9999299999

gcgaggaagg

cgctttcagg
aaggcttcaa
accttttcct
caggctcaag
gttttcaaga
tcggggagag
ccecettgttt
tgggceccagg
cagtgtggca
gacggggtaa
gcteceggecg
acacacgctg
ccccectacte
tcaggcgcect
cgcggaggga
gtcttagceta
ccgecgecge
cgcggacacg

cgactgtcct

caaccagagc tacatagtga gatcctgtct

agggttcaat
tagtgacagt
aacagcctgg
actgtgtgga
ttttecccect
tgagaattgc
ggcctggegg
ggagccaaag
gcgggtgggt
cgctgatcca
atccctecge
tctgggcacce
ccggtgcaga
tcgtegggag
gttcegtegg
tggtgaggag
aggggcagcce

gaggcggagyg

68

ctcttaggta
cagatagaac
aaaggtctag
tttttetgee
ttataatttt
agagtcatcc

ggctgaaggg

ccctaggtcec
gtctggggeg
agccgggtte
ggggccgceac
acacacgaac
gactggaacg
ggcgtggett
agacccgagt
aagccgecege
cgcggectgg

acccagcggce

gctaaatatg
cttctcgagt
tgctatgggg
tgtaacgaat
ttttttaaat
accctgtceac
gctggggaag
ctagaacgca
cgaagccgca
tcgecgecgac
agggtcacag
attccttgag
gccttgggaa
ctgaggatta
tcagtecgeeg
gcttggegta
acgttctgtt

aagatggcgg

ggacatagcg
cttectegtg
tcttgacgag
gttgggcttce
catgctggag
aagcaatagc

tttgtccaaa

caacaaaaat
aacaaaattt
gcaaggacac
cttcaggtcg
tcagattcat
ttattaaact
agtgccaggg
cgagggctce
gaggccaccg
ctgcgcecatge
ctggtcgtga
cctttcecect
cgtgaccttg
gtagtcccta
tataaggcga
cttctetgtg
gctgagagac
tcegtggecee

ccaagtggaa

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4128

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140



gcectgagggg
cgcgaggcag
ggccgtaggt
gattttcatc
tggtggcggt
tgggtggtga
gatcttcaat
ggctattggce
tgtccaatat
acggggtcat
ggcccgectg
cccatagtaa
actgcccact
aatgacggta
acttggcagt
tacaccaatg
gacgtcaatg
aaccccgecc
agagctegtt
cccaagctgg
ggcttaactce
gccatctgtt
tgtcctttee
tctggggggt
tgctggggat

gttagat
<210> 67
<211> 235
<212> PRT
<213> Atrtificial
<220>

ataggcgagce
ctgcagcecgg
gcctecgaag
cgttgctaaa
tgaacctgga
ggacatttcce
attggccatt
cattgcatac
gaccgccatg
tagttcatag
gctgaccgee
cgccaatagg
tggcagtaca
aatggcccecge
acatctacgt
ggcgtggata
ggagtttgtt
cgttgacgca
tagtgaaccg
ctagcgttta
tagaccatgg
gtttgccect
taataaaatg
ggggtggggce

gcggtgggcet

ES 2780 692 T3

ggccctgagg
gaacgtgegg
tgagagccgt
gacggaagtg
ctaaggcgca
ctgtttaaac
agccatatta
gttgtatcta
ttggcattga
cccatatatg
caacgacccc
gactttccat
tcaagtgtat
ctggcattat
attagtcatc
gcggtttgac
ttggcaccaa
aatgggcggt
tcagatcact
aacgggccct
ggcgcgcecgg
cceceegtgece
aggaaattgc
aggacagcaa

ctatggette

<223> Cadena ligera de la proteina HuMab1

<400> 67

cgctcgacgg
ccaacccctt
gggcgtttga
cgactgagac
catgacgtcg
ttaaacaagt
ttcattggtt
tatcataata
ttattgacta
gagttccgeg
cgcccattga
tgacgtcaat
catatgccaa
gcccagtaca
gctattacca
tcacggggat
aatcaacggg
aggcgtgtac
agaagcttaa
ctagtaacgg
ttcageeteg
tteccettgacce
atcgcattgt
gggggaggat

tgaggcggaa

69

ggttgggggg
attttttttg
ctgtcgggag
gggaaggggyg
cggtttctat
ttgtacaaaa
atatagcata
tgtacattta
gttattaata
ttacataact
cgtcaataat
gggtggagta
gtcegececcee
tgaccttacg
tagtgatgceg
ttccaagtct
actttccaaa
ggtgggaggt
tacgactcac
ccgeccagtgt
actgtgecett
ctggaaggtg
ctgagtaggt
tgggaagaca

agaaccagct

gaagcaggcc
acgggttgeg
aggtcggteg
gggagtcggt
gggctcataa
aagcaggcta
aatcaatatt
tattggctca
gtaatcaatt
tacggtaaat
gacgtatgtt
tttacggtaa
tattgacgtc
ggactttcct
gttttggcag
ccaccccatt
atgtcgtaat
ctatataagce
tatagggaga
gctggaattc
ctagttgcca
ccactcccac
gtcattctat
atagcaggca

ggatccatcc

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2647



ES 2780 692 T3

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly

Val His Ser Ala Gln Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Val
20 25 30

Ser Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln
35 40 45

Gly Ile Ser Ser Trp Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala
50 55 60

Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro
65 70 75 80

Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile
85 90 95

Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ala
100 105 110

Asn Asn Phe Pro Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
115 120 125

Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu
130 135 140

Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe
145 150 155 160

Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln
165 170 175

Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser
180 185 190

Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu
195 200 205

Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser
210 215 220

Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
225 230 235
70



10

ES 2780 692 T3

<210> 68
<211> 474

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Cadena pesada de la proteina HuMab1
<400> 68

71



ES 2780 692 T3

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly

Val His Ser Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln
20 25 30

Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe
35 40 45

Ser Asn Tyr Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu
50 55 60

Glu Trp Val Ser Ala Ile Ser Ala Ser Gly His Ser Thr Tyr Leu Ala
65 70 75 80

Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn

Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val
100 105 110

Tyr Tyr Cys Ala Lys Asp Arg Glu Val Thr Met Ile Val Val Leu Asn
115 120 125

Gly Gly Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Arg Val Thr Val Ser Ser
130 135 140

Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys
145 150 155 160

Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr
165 170 175

Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser
180 185 190

Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser
195 200 205

Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr
210 215 220

72



Tyr

225

Arg

Pro

Lys

Val

Tyr

305

Glu

His

Lys

Gln

Met

385

Pro

Asn

Leu

Val

Gln
465

Ile

Val

Ala

Pro

val

290

Val

Gln

Gln

Ala

Pro

370

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

450

Lys

Cys

Glu

Pro

Lys

275

val

Asp

Tyr

Asp

Leu

355

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

435

Ser

Ser

Asn

Pro

Glu

260

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

340

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

420

Lys

Cys

Leu

Val

Lys

245

Leu

Thr

vVal

Val

Ser

325

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

405

Thr

Leu

Ser

Ser

ES 2780 692 T3

Asn

230

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu

310

Thr

Asn

Pro

Gln

Val

330

Val

Pro

Thr

Val

Leu
470

His

Cys

Gly

Met

His

295

Val

Tyr

Gly

Ile

Vval

375

Ser

Glu

Pro

Val

Met

455

Ser

Lys

Asp

Gly

Ile

280

Glu

His

Arg

Lys

Glu

360

Tyr

Leu

Trp

Val

Asp

440

His

Pro

73

Pro

Lys

Pro

265

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

345

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

425

Lys

Glu

Gly

Ser

Thr

250

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

330

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

410

Asp

Ser

Ala

Lys

Asn

235

His

Val

Thr

Glu

Lys

315

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

395

Asn

Ser

Arg

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

vVal

300

Thr

Val

Cys

Ser

Pro

380

Val

Gly

Asp

Trp

His
460

Lys

Cys

Leu

Glu

285

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

365

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

445

Asn

Val

Pro

Phe

270

Val

Phe

Pro

Thr

Val

350

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

430

Gln

His

Asp

Pro

255

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

335

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

415

Phe

Gly

Tyr

Lys

240

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

320

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

400

Asn

Phe

Asn

Thr



<210> 69

<211> 233
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

ES 2780 692 T3

<223> Cadena ligera de la proteina HuMab2
<400> 69
Met Gly Trp Ser

1

Val

Ser

Asn

Leu

65

Phe

Leu

Thr

Val

Lys

145

Arg

Asn

Ser

His

Val

Thr

50

Leu

Ser

Gln

Pro

Ala

130

Ser

Glu

Ser

Leu

Ser

Gly

35

Ala

Ile

Gly

Pro

Pro

115

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser
195

Asp

20

Asp

Val

Tyr

Ser

Glu

100

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

180

Ser

Cys Ile Ile

5

Ile

Arg

Ala

Ser

Arg

85

Asp

Phe

Ser

Ala

Val

165

Ser

Thr

Gln

Val

Trp

Ala

70

Ser

Phe

Gly

Val

Ser

150

Gln

Val

Leu

Met

Thr

Tyr

55

Ser

Gly

Ala

Gln

Phe

135

Val

Trp

Thr

Thr

Leu

Thr

Ile

40

Gln

Phe

Thr

Thr

Gly

120

Ile

Val

Lys

Glu

Leu
200

74

Phe

Gln

25

Thr

Gln

Leu

Asp

Tyr

105

Thr

Phe

Cys

Val

Gln

185

Ser

Leu

10

Ser

Cys

Lys

Tyr

Phe

90

Tyr

Lys

Pro

Leu

Asp

170

Asp

Lys

Val

Pro

Arg

Pro

Ser

75

Thr

Cys

Val

Pro

Leu

155

Asn

Ser

Ala

Ala

Ser

Ala

Gly

60

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

140

Asn

Ala

Lys

Asp

Thr

Ser

Ser

45

Lys

Val

Thr

Gln

Ile

125

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr
205

Ala

Leu

30

Gln

Ala

Pro

Ile

His

110

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser

190

Glu

Thr

15

Ser

Asp

Pro

Ser

Ser

95

Tyr

Arg

Gln

Tyr

Ser

175

Thr

Lys

Gly

Ala

Val

Lys

Arg

80

Ser

Thr

Thr

Leu

Pro

160

Gly

Tyr

His
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Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr

210

215

Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu

225

<210>70
<211> 470
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Cadena pesada de la proteina HuMab2

<400> 70
Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu

1

Val

Pro

Lys

Glu

65

Asp

Thr

Tyr

Trp

Pro

145

Thr

His

Gly

Asp

50

Trp

Ser

Ala

Tyr

Gly

130

Ser

Ala

Ser

Gly

Thr

Val

Val

Tyr

Cys

115

Gln

Val

Ala

5

Glu Val
20

Ser Leu

Tyr Ile

Ala Arg

Lys Gly
85

Leu Gln

100

Ser Arg

Gly Thr

Phe Pro

Leu Gly
165

230

Gln

Arg

His

Ile

70

Arg

Met

Trp

Leu

Leu

150

Cys

Leu

Leu

Trp

55

Tyr

Phe

Asn

Gly

Val

135

Ala

Leu

Val

Ser

40

Val

Pro

Thr

Ser

Gly

120

Thr

Pro

Val

75

His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val

Cys

Phe

Glu

25

Cys

Arg

Thr

Ile

Leu

105

Asp

Val

Ser

Lys

Leu

10

Ser

Ala

Gln

Asn

Ser

90

Arg

Gly

Ser

Ser

Asp
170

Val

Ala

Ala

Gly

75

Ala

Ala

Phe

Ser

Lys

155

Tyr

220

Ala

Ser

Pro

60

Tyr

Asp

Glu

Tyr

Ala

140

Ser

Phe

Thr

Gly

45

Gly

Thr

Thr

Asp

Ala

125

Ser

Thr

Pro

Ala

Leu

30

Phe

Lys

Arg

Ser

Thr

110

Met

Thr

Ser

Glu

Thr
15

Val

Asn

Tyr

Lys

95

Ala

Asp

Lys

Pro
175

Gly

Gln

Ile

Leu

Ala

80

Asn

Val

Tyr

Gly

Gly

160

Val



Thr

Pro

Thr

Asn

225

Lys

Leu

Thr

Val

Val

305

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

385

Ala

Thr

Val

Ala

Val

210

His

Ser

Leu

Leu

Ser

290

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

370

Val

Val

Pro

Ser

Val

195

Pro

Lys

Cys

Gly

Met

275

His

Val

Tyr

Gly

Ile

355

Val

Ser

Glu

Pro

Trp

180

Leu

Ser

Pro

Asp

Gly

260

Ile

Glu

His

Arg

Lys

340

Glu

Tyr

Leu

Trp

val
420

Asn

Gln

Ser

Ser

Lys

245

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

325

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

405

Leu

ES 2780 692 T3

Ser

Ser

Ser

Asn

230

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

310

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

390

Ser

Asp

Gly

Ser

Leu

215

Thr

His

Val

Thr

Glu

295

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

375

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly

200

Gly

Lys

Thr

Phe

Pro

280

Val

Thr

val

Cys

Ser

360

Pro

Val

Gly

Asp

76

Leu

185

Leu

Thr

Val

Cys

Leu

265

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

345

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly
425

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

250

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

330

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

410

Ser

Ser

Ser

Thr

Lys

235

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

315

Val

Ser

Lys

Asp

Phe

395

Glu

Phe

Gly

Leu

Tyr

220

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

300

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

380

Tyr

Asn

Phe

Val

Ser

205

Ile

Val

Pro

Lys

Val

285

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

365

Leu

Pro

Asn

Leu

His

190

Ser

Cys

Glu

Ala

Pro

270

Val

Val

Gln

Gln

Ala

350

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr
430

Thr

Val

Asn

Pro

Pro

255

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

335

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

415

Ser

Phe

Val

Vval

Pro

240

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

320

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

400

Thr

Lys
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Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys
435

4

40

445

Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu

450

455

Ser Leu Ser Pro Gly Lys

465
<210> 71
<211> 5428
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

470

<223> vector de clonacion pcADN3.1(+)

<400> 71
gacggatcgg

ccgcatagtt
cgagcaaaat
ttagggttag
gattattgac
tggagttccg
cccgeccatt
attgacgtca
atcatatgcc
atgcccagta
tcgctattac
actcacgggg
aaaatcaacg
gtaggegtgt
ctgcttactg
gtttaaactt
agatatccag
gcctcgactg
ttgaccetgg
cattgtctga

gaggattggg

gagatctccc
aagccagtat
ttaagctaca
gegttttgeg
tagttattaa
cgttacataa
gacgtcaata
atgggtggag
aagtacgccce
catgacctta
catggtgatg
atttccaagt
ggactttcca
acggtgggag
gcttatcgaa
aagcttggta
cacagtggcg
tgccttcectag
aaggtgccac
gtaggtgtca

aagacaatag

gatcccctat
ctgctcectg
acaaggcaag
ctgettegeg
tagtaatcaa
cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
cctattgacg
tgggactttc
cggttttgge
ctccacccca
aaatgtcgta
gtctatataa
attaatacga
ccgagctegg
gccgctegag
ttgccagcecca
tcccactgte
ttctattctg

caggcatgcect

77

ggtgcactct
cttgtgtgtt
gcttgaccga
atgtacggge
ttacggggtc
atggcececgee
ttcccatagt
aaactgccca
tcaatgacgg
ctacttggca
agtacatcaa
ttgacgtcaa
acaactccge
gcagagctct
ctcactatag
atccactagt
tctagagggce
tctgttgttt
ctttcctaat
g999gtgggg

ggggatgcgg

460

cagtacaatc
ggaggtcgcet
caattgcatg
cagatatacg
attagttcat
tggctgaccg
aacgccaata
cttggcagta
taaatggccc
gtacatctac
tgggcgtgga
tgggagtttg
cccattgacg
ctggctaact
ggagacccaa
ccagtgtggt
ccgtttaaac
gccecteccee
aaaatgagga

tggggcagga

tgggctctat

tgctctgatg
gagtagtgcg
aagaatctgce
cgttgacatt
agcccatata
cccaacgacc
gggactttcc
catcaagtgt
gcctggeatt
gtattagtca
tageggtttg
ttttggcacc
caaatgggcg
agagaaccca
gctggetage
ggaattctgce
ccgctgatca
cgtgeccecttce
aattgcatcg

cagcaagggg

ggcttctgag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260



gcggaaagaa
agcgcggcgyg
cccgcetectt
gctctaaatc
aaaaaacttg
cgcectttga
acactcaacc
tattggttaa
tgtgtcagtt
tgcatctcaa
gtatgcaaag
tcecegecect
ttatttatge
gcttttttgg
gatctgatca
caggttctcece
tcggetgete
tcaagaccga
ggctggccac
gggactgget
ctgeccgagaa
ctacctgececce
aagccggtct
aactgttcge
gcgatgcectg
gtggccgget
ctgaagagct
ccgattcgeca
ggggttcgaa
cgcegectte

cctccagege

ccagctgggg
gtgtggtggt
tcgetttett
gggggctcce
attagggtga
cgttggagtc
ctatctecggt
aaaatgagct
agggtgtgga
ttagtcagca
catgcatctc
aactccgcecce
agaggccgag
aggcctagge
agagacagga
ggcegettgg
tgatgccgee
cctgtceggt
gacgggcgtt
gctattggge
agtatccatc
attcgaccac
tgtcgatcag
caggctcaag
cttgccgaat
gggtgtggcg
tggcggcgaa
gcgcatcgece
atgaccgacce
tatgaaaggt

ggggatctca

ES 2780

ctctaggggg
tacgcgcage
cccttecttt
tttagggttc
tggttcacgt
cacgttettt
ctattctttt
gatttaacaa
aagtccccag
accaggtgtg
aattagtcag
agttcegcecce
gcegectetg
ttttgcaaaa
tgaggatcgt
gtggagagge
gtgttcecgge
gccctgaatg
ccttgcgcag
gaagtgcecgg
atggctgatg
caagcgaaac
gatgatctgg
gcgcgcatge
atcatggtgg
gaccgctatce
tgggctgacc
ttctatcgee
aagcgacgcece
tgggcttcgg

tgctggagtt

78

692 T3

tatcccecacg
gtgaccgcta
ctcgccacgt
cgatttagtg
agtgggccat
aatagtggac
gatttataag
aaatttaacg
gctcceccage
gaaagtccce
caaccatagt
attctcegee
cctetgaget
agctccecggg
ttcgcatgat
tattcggcta
tgtcagcgceca
aactgcagga
ctgtgctcga
ggcaggatct
caatgcggeg
atcgcatcga
acgaagagca
ccgacggcga
aaaatggccg
aggacatagc
gcttcctegt
ttcttgacga
caacctgcca
aatcgttttce

cttcgececac

cgccctgtag
cacttgccag
tcgeecggett
ctttacggca
cgcectgata
tcttgttcca
ggattttgce
cgaattaatt
aggcagaagt
aggctcccca
cccgeccecta
ccatggectga
attccagaag
agcttgtata
tgaacaagat
tgactgggca
ggggcgcccg
cgaggcagcg
cgttgtcact
cctgtcatct
gctgcatacg
gcgagcacgt
tcaggggctce
ggatctcgtc
cttttctgga
gttggctacce
gctttacggt
gttcttctga
tcacgagatt
cgggacgcecg

cccaacttgt

cggcgcatta
cgccctageg
tcceegtcaa
cctcgacccece
gacggttttt
aactggaaca
gattteggce
ctgtggaatg
atgcaaagca
gcaggcagaa
actccgeccca
ctaatttttt
tagtgaggag
tccattttceg
ggattgcacg
caacagacaa
gttctttttg
cggctatcgt
gaagcgggaa
caccttgete
cttgatcegg
actcggatgg
gcgccagecg
gtgacccatg
ttcatcgact
cgtgatattg
atcgccgetce
gcgggactct
tcgattccac
gctggatgat

ttattgcagce

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120



ttataatggt
actgcattct
gtcgacctet
ttatcegete
tgcctaatga
gggaaacctg
gcgtattggg
gcggcgageg
taacgcagga
cgegttgetg
ctcaagtcag
aagctcccte
tctcecttceg
gtaggtcgtt
cgccttatce
ggcagcagcc
cttgaagtgg
gctgaagcca
cgctggtage
agaagatcct
agggattttg
atgaagtttt
cttaatcagt
actcccegte
aatgataccg
cggaagggcc
ttgttgecegg
cattgctaca
ttcccaacga
ctteggtect

ggcagcactg

tgagtactca

tacaaataaa
agttgtggtt
agctagagcet
acaattccac
gtgagctaac
tcgtgccage
cgctctteeg
gtatcagctce
aagaacatgt
gegtttttece
aggtggcgaa
gtgcgetcte
ggaagcgtgg
cgctccaagce
ggtaactatc
actggtaaca
tggcctaact
gttaccttcg
ggtttttttg
ttgatctttt
gtcatgagat
aaatcaatct
gaggcaccta
gtgtagataa
cgagacccac
gagcgcagaa
gaagctagag
ggcatcgtgg
tcaaggcgag
ccgategttg
cataattcte

accaagtcat

ES 2780

gcaatagcat
tgtccaaact
tggcgtaatc
acaacatacg
tcacattaat
tgcattaatg
cttccteget
actcaaaggc
gagcaaaagg
ataggctccg
acccgacagg
ctgttecgac
cgctttctca
tgggctgtgt
gtcttgagtc
ggattagcag
acggctacac
gaaaaagagt
tttgcaagca
ctacggggtc
tatcaaaaag
aaagtatata
tctcagcgat
ctacgatacg
gctcaccgge
gtggtcctge
taagtagtte
tgtcacgcete
ttacatgatc
tcagaagtaa
ttactgtcat

tctgagaata

79
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cacaaatttce
catcaatgta
atggtcatag
agccggaage
tgcgttgege
aatcggccaa
cactgactcg
ggtaatacgg
ccagcaaaag
cccecectgac
actataaaga
cctgeegett
tagctcacgce
gcacgaaccce
caacccggta
agcgaggtat
tagaagaaca
tggtagctct
gcagattacg
tgacgctcag
gatcttcacc
tgagtaaact
ctgtctattt
ggagggctta
tccagattta
aactttatcc
gccagttaat
gtcgtttggt
cccecatgttg
gttggccgea
gccatccegta

gtgtatgegg

acaaataaag
tcttatcatg
ctgtttectg
ataaagtgta
tcactgcccg
cgcgcgggga
ctgegetegg
ttatccacag
gccaggaacc
gagcatcaca
taccaggcgt
accggatacce
tgtaggtatc
ccegttcage
agacacgact
gtaggcggtg
gtatttggta
tgatccggca
cgcagaaaaa
tggaacgaaa
tagatccttt
tggtctgaca
cgttcatcca
ccatctggece
tcagcaataa
gcctccatcce
agtttgcgea
atggcttcat
tgcaaaaaag
gtgttatcac
agatgctttt

cgaccgagtt

cattttttte
tctgtatacc
tgtgaaattg
aagcctgggg
ctttccagte
gaggcggttt
tcgttegget
aatcagggga
gtaaaaaggc
aaaatcgacg
ttcececeetgg
tgtecegectt
tcagttcggt
ccgaccgcetg
tatcgccact
ctacagagtt
tctgegetcet
aacaaaccac
aaggatctca
actcacgtta
taaattaaaa
gttaccaatg
tagttgcctg
ccagtgetge
accagccagc
agtctattaa
acgttgttge
tcagctcegg
cggttagete
tcatggttat
ctgtgactgg

gctcettgece

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040
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ggcgtcaata
aaaacgttct
gtaacccact
gtgagcaaaa
ttgaatactc
catgagcgga
atttccecega
<210>72
<211> 519
<212> PRT

<213> Artificial
<220>

cgggataata
tcggggcgaa
cgtgcaccca
acaggaaggc
atactcttcc
tacatatttg

aaagtgccac

<223> proteina SeAP

<400> 72

Met Leu Leu Leu

1

Gly Ile

Ala Ala

Ile

Glu

Leu

Pro Val

20

Ala Leu

35

Ala Ala

50

Thr
65

Val
Gly Pro
Ser

Lys

Ala Thr

Lys

Thr

Glu

Thr

Ala

Asn Leu

Ala Ala

Ile Pro

85

Tyr Asn

100

Leu

115

Ser
130

Leu

Glu Vval

Ala

Ile

Ala Ala

Ser Val

ES 2780 692 T3

ccgcgccaca
aactctcaag
actgatcttce
aaaatgccgce
tttttcaata
aatgtattta

ctgacgtce

Leu Leu

Glu Glu

Gly Ala

Ile Ile

55

Arg Ile

70

Leu Ala

Val Asp
Cys

Gly

Phe
135

Arg

Met Asn

Ala

Met

tagcagaact
gatcttaccg
agcatctttt
aaaaaaggga
ttattgaagc

gaaaaataaa

Leu

Glu Asn

25

Lys
40

Phe Leu

Leu

Lys

Asp

His
105

Lys

Val
120

Lys
Gln

Asn

Arg Ala

80

Leu

10

Pro

Lys

Gly

Gly

Arg

90

Val

Gly

Cys

Lys

ttaaaagtgc
ctgttgagat
actttcacca
ataagggcga
atttatcagg

caaatagggg

Arg Leu

Phe

Asp

Leu Gln

Asp

Gly

Gln
75

Lys
Phe Pro
Pro Asp
Phe

Asn

Thr
140

Asn

Lys Ala

tcatcattgg
ccagttcgat
gcgtttetgg
cacggaaatg
gttattgtct

ttecegegeac

Gln Leu

15

Asn
30

Trp

Pro Ala

45

Met Gly

Lys Asp

Tyr Val

95

Ser Gly

110

Gln
125

Thr
Thr

Arg

Gly Lys

Ser

Arg

Gln

Val

Lys

Ala

Ala

Ile

Gly

Ser

5100
5160
5220
5280
5340
5400

5428

Leu

Glu

Thr

Ser

Leu

80

Leu

Thr

Gly

Asn

Val



145

Gly

Tyr

Ala

Ser

Phe

225

Gly

Lys

Ala

Gly

Leu

305

Arg

His

Asp

Ser

Pro
385

Val

Ala

Ser

Asn

210

Arg

Gly

Arg

Ser

Asp

290

Met

Gly

Glu

Ala

Leu

370

Leu

Val

His

Ala

195

Met

Met

Thr

Gln

Leu

275

Met

Glu

Phe

Ser

Ile

355

Vval

Arg

Thr

Thr

180

Arg

Asp

Gly

Arg

Gly

260

Asp

Lys

Met

Phe

Arg

340

Glu

Thr

Gly

Thr

165

Val

Gln

Ile

Thr

Leu

245

Ala

Pro

Tyr

Thr

Leu

325

Ala

Arg

Ala

Ser

ES 2780 692 T3

150

Thr

Asn

Glu

Asp

Pro

230

Asp

Arg

Ser

Glu

Glu

310

Phe

Tyr

Ala

Asp

Ser
390

Arg

Arg

Gly

Val

215

Asp

Gly

Tyr

Val

Ile

295

Ala

Val

Arg

Gly

His

375

Ile

Val

Asn

Cys

200

Ile

Pro

Lys

Val

Thr

280

His

Ala

Glu

Ala

Gln

360

Ser

Phe

81

Gln

Trp

185

Gln

Leu

Glu

Asn

Trp

265

His

Arg

Leu

Gly

Leu

345

Leu

His

Gly

His

170

Tyr

Asp

Gly

Tyr

Leu

250

Asn

Leu

Asp

Arg

Gly

330

Thr

Thr

Val

Leu

155

Ala

Ser

Ile

Gly

Pro

235

Val

Arg

Met

Ser

Leu

315

Arg

Glu

Ser

Phe

Ala
395

Ser

Asp

Ala

Gly

220

Asp

Gln

Thr

Gly

Thr

300

Leu

Ile

Thr

Glu

Ser

380

Pro

Pro

Ala

Thr

205

Arg

Asp

Glu

Glu

Leu

285

Leu

Ser

Asp

Ile

Glu

365

Phe

Gly

Ala

Asp

190

Gln

Lys

Tyr

Trp

Leu

270

Phe

Asp

Arg

His

Met

350

Asp

Gly

Lys

Gly

175

Val

Leu

Tyr

Ser

Leu

255

Met

Glu

Pro

Asn

Gly

335

Phe

Thr

Gly

Ala

160

Thr

Pro

Ile

Met

Gln

240

Ala

Gln

Pro

Ser

Pro

320

His

Asp

Leu

Tyr

Arg
400



10

Asp Arg

Val

Leu

Ser Pro

Lys

Lys

Glu

Ala Tyr

405

Asp
420

Gly

Tyr Arg

435

Ala
450

His

Leu Val

465

Phe

Ala

Gly

Ala Gly

Gly

His

Ala Ala

Thr

Arg

Glu Asp

Val

Gly

Leu
485

Cys

Thr
500

Asp

Phe Glu

515

<210>73
<211> 2522
<212> ADN
<213> Artificia
<220>

<223> EEE1+CMV+TEE

<400> 73
tttcaggcaa

gcttcaaagg
ttttccttag
gctcaagaac
ttcaagaact
gggagagttt
cttgttttga
gcccaggggce
tgtggecagga
ggggtaageg

ccggecgege

ccagagctac
gttcaatcte
tgacagtcag
agcctggaaa
gtgtggattt
tccccecttta
gaattgcaga
ctggcgggge
gccaaagece
ggtgggtgte

tgatccaage

ES 2780

Thr val

Ala Arg

Gln Gln

4

Val
455

Gln
470

Glu

Glu Pro

Ala Ala

Gln Thr

atagtgagat
ttaggtagcet
atagaacctt
ggtctagtge
ttectgectgt
taattttttt
gtcatccacc
tgaaggggct
taggtcccta
tggggcgcga

cgggtteteg

82

Leu

Pro

Ser

Ala Val

Gln

Tyr

His

692 T3

Leu

Tyr

Gly Asn

410

Asp
425

Ala

40

Phe

Thr

Thr

Val

Val

Ala Arg

Phe

Ala

Thr Glu

Pro Leu

Gly
460

Ile
475

Ala

Cys Asp

490

Pro
505

cctgtctcaa
aaatatgaac
ctcgagtgca
tatggggctt
aacgaattca
tttaaattta
ctgtcacagt
ggggaagcga
gaacgcagag
agccgcactg

cgccgaccetg

Gly

Tyr Ser

caaaaataaa
aaaatttggg
aggacaccaa
caggtcgaat
gattcatttt
ttaaactttg
gccagggage
gggctccaaa
gccaceggga
cgcatgecgec

gtcgtgattg

Pro

Glu
430

Ser

Asp Glu

445

Pro

His Val

Leu Ala

Arg Val
510

ataatctaag
aaatgtgacc
gtgcaaacag
gccaactgtt
tcaaaactcg
tttegttece
tcagggatgg
gggaccccag
ccececcagac
gaggtccgcet

acaagtcaca

Gly

415

Ser

Glu

Gln Ala

Met

Pro

495

Gly

Tyr

Gly

Thr

His

Ala
480

Pro

Ala

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660



cacgctgatce
cctactctet
ggcgecteceg
ggagggatcg
ttagctagtt
ccgeecgetgg
ggacacgagg
ctgtcctgag
ggcgagcggce
cagccgggaa
tccgaagtga
tgctaaagac
acctggacta
catttcccetg
ggccattage
tgcatacgtt
cgccatgttg
ttcatagcecce
gaccgcccaa
caatagggac
cagtacatca
ggececcgectg
tctacgtatt
gtggatagcg
gtttgttttg
tgacgcaaat
tgaaccgtca
gaagaagaag
aaaaagaaaa
aagaaaaaaa
tctcacacct

ccC

cctececgeggg
gggcaccaca
gtgcagagac
tcgggaggge
ccgtcggaga
tgaggagaag
ggcagcccgce
gcggaggacc
cctgaggcecge
cgtgcggcca
gagccgtggg
ggaagtgcga
aggcgcacat
tttaaactta
catattattc
gtatctatat
gcattgatta
atatatggag
cgacccccge
ttteccattga
agtgtatcat
gcattatgcece
agtcatcget
gtttgactca
gcaccaaaat
gggcggtagyg
gatcactaga
aagaagcgtc
tcatcaaaaa
acaacaggtg

tttaggtctg

ES 2780

gccgcacagg
cacgaacatt
tggaacggcce
gtggcttcetg
cccgagttca
ccgecgegcet
ggcctggacg
cagcggcaag
tcgacggggt
accccttatt
cgtttgactg
ctgagacggg
gacgtcgegg
aacaagtttg
attggttata
cataatatgt
ttgactagtt
ttcegegtta
ccattgacgt
cgtcaatggg
atgccaagtce
cagtacatga
attaccatag
cggggattte
caacgggact
cgtgtacggt
agcttcaagce
tcctcttett
aacaaatttc
agtaagcgca

ttctegtcett

83

692 T3

gtcacagcecet
ccttgagegt
ttgggaagta
aggattatat
gtcgeccegett
tggcgtaget
ttctgtttee
atggcggcca
tgggggggaa
ttttttgacg
tcgggagagg
2agggggggyg
tttctatggg
tacaaaaaaqg
tagcataaat
acatttatat
attaatagta
cataacttac
caataatgac
tggagtattt
cgccceectat
ccttacggga
tgatgcggtt
caagtctcca
ttccaaaatg
gggaggtcta
tctagcagga
cttgtgagag
aaaaagagtt
gttgtcgtet

ccgttetgac

ttccectecee
gaccttgttg
gtccctaace
aaggcgactc
ctctgtgagg
gagagacggg
gtggccegeg
agtggaagcc
gcaggcccgce
ggttgcggge
tcggtcggat
agtcggttgg
ctcataatgg
caggctagat
caatattggce
tggctcatgt
atcaattacg
ggtaaatggc
gtatgttcce
acggtaaact
tgacgtcaat
ctttcectact
ttggcagtac
ccccattgac
tcgtaataac
tataagcaga
agaagaaaga
taaaaaagaa
tttgtgtttg
cttgeggtge

tctctetttt

cacaaagccce
gctctagtca
gcatttcecge
cgggegggte
actgctgccg
gagggggcgce
aggaaggcga
tgaggggata
gaggcagctg
cgtaggtgcc
tttcatcegt
tggcggttga
gtggtgagga
cttcaatatt
tattggccat
ccaatatgac
gggtcattag
ccgectgget
atagtaacgc
gcccacttgg
gacggtaaat
tggcagtaca
accaatgggce
gtcaatggga
cccgecceegt
gctcgtttag
agaagaagaa
aactcccaaa
gggattaaag
cgttgctggt

tcgttgcagg

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2522



<210>74
<211> 3321
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

<223> EEE1-Xt+CMV+TEE

<400> 74
tggtgaccct

tcccaccaaa
tcaatatgtg
cattatgaac
ctgctcttac
caggtatttt
tgcctggage
accaccacat
aaggtttggg
ggggcttage
aaggaggatc
gagatacaca
ggacgtaggc
gcatggtcta
aaaaataaaa
aaatttggga
ggacaccaag
aggtcgaatg
attcattttt
taaactttgt
ccagggagcet
ggctccaaag
ccaccgggac
gcatgcgecg
tcgtgattga

tcececteccee

gtctcaaaaa
ggtttatttt
tcaatgtccce
tgcctgacat
tgctgagceca
ctgtatagcc
ttggatatgc
ccgctaacat
ggatggatgt
tgcgeggtgg
tctgtgagtt
gacaaaccct
ttggtgtggt
catagcttgt
taatctaagg
aatgtgacct
tgcaaacagg
ccaactgttt
caaaactcgg
ttegttecce
cagggatggg
ggaccccagt
cccccagacg
aggtccgcetce
caagtcacac

acaaagcccc

ES 2780

accctcaaaa
taataatatg
cagggacatt
ggctaatggg
tgtctctgaa
ctggctgtcce
acctgcttcet
gcacaattct
agcttaatgg
gtggtgcctg
cgaggccagce
gtctcaccaa
ggcacacatt
ttcaggcaac
cttcaaaggg
tttcettagt
ctcaagaaca
tcaagaactg
ggagagtttt
ttgttttgag
cccaggggcec
gtggcaggag
gggtaagegg
cggccgeget
acgctgatcc

ctactctcectg

84

692 T3

agtgttggga
tgtgtgagtg
taaagagccc
aattgaactc
gaccccaggg
tgaaagcact
gcctcaggaa
taatgggttt
aaaatgactg
cctttagtcce
tggtctataa
aacaaaacaa
ttgattccag
cagagctaca
ttcaatctct
gacagtcaga
gcctggaaag
tgtggatttt
cccectttat
aattgcagag
tggcggggcet
ccaaagccct
gtgggtgtct
gatccaagcc

ctcegegggg

ggcaccacac

ttagtggcat
tgtatcacta
ctgaagctgg
agattttctg
attttttttt
ctctatatgt
tggtgggatt
atatcttatt
aagatttcaa
cagtactggg
cgtgagttce
caacaacaac
cacttggaag
tagtgagatc
taggtagcta
tagaaccttc
gtctagtgcet
tctgectgta
aatttttttt
tcatccaccc
gaaggggctg
aggtccctag
ggggcgcgaa
gggttctege
ccgcacaggg

acgaacattc

gcaccaccat
tgagtatatg
agtcataggc
gaagttatac
ttttttgaga
agaccaggct
gaaggtgtgc
taatgaatga
ttaaaaatct
gaggcagagg
aggacagcca
aacaaatctg
gaagaggcct
ctgtctcaac
aatatgaaca
tcgagtgcaa
atggggcectte
acgaattcag
ttaaatttat
tgtcacagtg
gggaagcgag
aacgcagagg
gccgcactge
gccgacctgg
tcacagccett

cttgagcegtg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560



accttgttgg
tccctaacceg
aggcgactcce
tctgtgagga
agagacgggg
tggccegega
gtggaagcct
caggcccgceg
gttgegggece
cggtcggatt
gtcggttggt
tcataatggg
aggctagatc
aatattggct
ggctcatgtce
tcaattacgg
gtaaatggcce
tatgttccca
cggtaaactg
gacgtcaatg
tttcctactt
tggcagtaca
cccattgacg
cgtaataacc
ataagcagag
gaagaaagaa
aaaaaagaaa
ttgtgtttgg
ttgcggtgece
ctctettttt
<210>75
<211> 2232

<212> ADN
<213> Artificial

ctctagtcag
catttececgeg
gggcgggtcet
ctgetgecege
agggggcgcyg
ggaaggcgac
gaggggatag
aggcagctgce
gtaggtgccet
ttcatcegtt
ggcggttgaa
tggtgaggac
ttcaatattg
attggccatt
caatatgacc
ggtcattagt
cgcetggetg
tagtaacgcce
cccacttgge
acggtaaatg
ggcagtacat
ccaatgggcg
tcaatgggag
ccgecceegtt
ctcgtttagt
gaagaagaag
actcccaaaa
ggattaaaga
gttgctggtt

cgttgecagge

ES 2780

gcgectecgg
gagggatcgt
tagctagttce
cgeccgetggt
gacacgaggg
tgtcctgagg
gcgagcggcec
agccgggaac
ccgaagtgag
gctaaagacg
cctggactaa
atttccctgt
gccattagece
gcatacgttg
gccatgttgg
tcatagccca
accgcccaac
aatagggact
agtacatcaa
gceccgectgg
ctacgtatta
tggatagcgg
tttgttttgg
gacgcaaatg
gaaccgtcag
aagaagaaga
aaaagaaaat
agaaaaaaaa
ctcacacctt

(o]

85

692 T3

tgcagagact
cgggagggcg
cgtcggagac
gaggagaagc
gcagcccgceg
cggaggaccc
ctgaggecgcet
gtgcggccaa
agcegtggge
gaagtgcgac
ggcgcacatg
ttaaacttaa
atattattca
tatctatatc
cattgattat
tatatggagt
gacccccgece
ttccattgac
gtgtatcata
cattatgccc
gtcatcgcta
tttgactcac
caccaaaatc
ggcggtagge
atcactagaa
agaagcgtct
catcaaaaaa
caacaggtga

ttaggtctgt

ggaacggcct
tggcttctga
ccgagttcag
cgecegegett
gccetggacgt
agcggcaaga
cgacggggtt
ccecttattt
gtttgactgt
tgagacggga
acgtcgeggt
acaagtttgt
ttggttatat
ataatatgta
tgactagtta
tccgegttac
cattgacgtc
gtcaatgggt
tgccaagtcce
agtacatgac
ttaccatagt
ggggatttcc
aacgggactt
gtgtacggtg
gcttcaagcet
cctcttette
acaaatttca
gtaagcgcag

tctegtette

tgggaagtag
ggattatata
tcgeegette
ggcgtagetg
tetgtttecg
tggcggccaa
gggggggaag
tttttgacgg
cgggagaggt
agggggggga
ttctatggge
acaaaaaagc
agcataaatc
catttatatt
ttaatagtaa
ataacttacg
aataatgacg
ggagtattta
gcccecectatt
cttacgggac
gatgcggttt
aagtctccac
tccaaaatgt
ggaggtctat
ctagcaggaa
ttgtgagagt
aaaagagttt
ttgtegtete

cgttctgact

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3321



<220>

<223> EEE1-80+CMV+TEE

<400> 75
tcaaaactcg

tttegttccee
tcagggatgg
gggaccccag
ccccccagac
gaggtccgcet
acaagtcaca
cacaaagccc
gctctagtca
gcattteege
cgggegggte
actgctgeceg
gagggggcgce
aggaaggcga
tgaggggata
gaggcagctg
cgtaggtgcece
tttcatccegt
tggcggttga
gtggtgagga
cttcaatatt
tattggccat
ccaatatgac
gggtcattag
ccgectgget
atagtaacgce
gcccacttgg

gacggtaaat

gggagagttt
cttgttttga
gcccaggggce
tgtggcagga
ggggtaageg
ccggecgege
cacgctgatc
cctactctcet
ggcgccteceg
ggagggatcg
ttagctagtt
ccgecgetgg
ggacacgagg
ctgtcctgag
ggcgagcggce
cagccgggaa
tccgaagtga
tgctaaagac
acctggacta
catttccctg
ggccattage
tgcatacgtt
cgccatgttg
ttcatagccce
gaccgcccaa
caatagggac
cagtacatca

ggccegectg

ES 2780

tccecccettta
gaattgcaga
ctggegggge
gccaaagccc
ggtgggtgte
tgatccaagc
ccteegeggg
gggcaccaca
gtgcagagac
tecgggaggge
ccgtecggaga
tgaggagaag
ggcagcecegce
gcggaggacc
cctgaggcege
cgtgeggeca
gagcecgtggg
ggaagtgcga
aggcgcacat
tttaaactta
catattattc
gtatctatat
gcattgatta
atatatggag
cgacccccgce
tttccattga
agtgtatcat

gcattatgcc

86

692 T3

taattttttt
gtcatccacc
tgaaggggct
taggtcccta
tggggcgega
cgggtteteg
gccgcacagg
cacgaacatt
tggaacggcce
gtggcttetyg
cccgagttca
ccgecgeget
ggcctggacg
cagcggcaag
tcgacggggt
accccttatt
cgtttgactg
ctgagacggg
gacgtcgegg
aacaagtttg
attggttata
cataatatgt
ttgactagtt
ttccgegtta
ccattgacgt
cgtcaatggg
atgccaagtc

cagtacatga

tttaaattta
ctgtcacagt
ggggaagcga
gaacgcagag
agccgcactg
cgccgaccetg
gtcacagcct
ccttgagegt
ttgggaagta
aggattatat
gtcgeegett
tggcgtaget
ttectgtttee
atggcggcca
tgggggggaa
ttttttgacg
tcgggagagg
aagggggggg
tttctatggg
tacaaaaaag
tagcataaat
acatttatat
attaatagta
cataacttac
caataatgac
tggagtattt
cgceccecectat

ccttacggga

ttaaactttg
gccagggagce
gggctccaaa
gccaccggga
cgcatgecgcece
gtcgtgattg
ttcececetecee
gaccttgttg
gtcecctaacce
aaggcgactce
ctectgtgagg
gagagacggg
gtggeccegeg
agtggaagcce
gcaggcccge
ggttgcggge
tecggteggat
agtcggttgg
ctcataatgg
caggctagat
caatattggce
tggctcatgt
atcaattacg
ggtaaatggc
gtatgttccce
acggtaaact
tgacgtcaat

ctttectact

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680
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tggcagtaca
accaatgggce
gtcaatggga
ccegeceegt
gctcgtttag
agaagaagaa
aactcccaaa
gggattaaag
cgttgctggt
tcgttgcagg
<210>76
<211> 1942
<212> ADN

<213> Artificia
<220>

tctacgtatt
gtggatagcg
gtttgttttg
tgacgcaaat
tgaaccgtca
gaagaagaag
aaaaagaaaa
aagaaaaaaa
tctcacacct

ccC

<223> EEE1-60+CMV+TEE

<400> 76
cgcatgegece

gtcgtgattg
ttccectece
gaccttgttg
gtccctaacce
aaggcgactc
ctctgtgagg
gagagacggg
gtggcecegeg
agtggaagcce
gcaggcccgce
ggttgcggge
tcggteggat
agtcggttgg
ctcataatgg
caggctagat

caatattggce

gaggtccgcet
acaagtcaca
cacaaagccc
gctctagtca
gcatttccge
cgggcgggte
actgctgccg
gagggggcgce
aggaaggcga
tgaggggata
gaggcagctg
cgtaggtgcce
tttcatccegt
tggcggttga
gtggtgagga
cttcaatatt

tattggccat

ES 2780

agtcatcget
gtttgactca
gcaccaaaat
gggcggtagg
gatcactaga
aagaagcgtce
tcatcaaaaa
acaacaggtg

tttaggtctg

ccggecgege
cacgctgatc
cctactctet
ggcgcecteceg
ggagggatcg
ttagctagtt
ccgecgetgg
ggacacgagg
ctgtcctgag
ggcgagcggce
cagccgggaa
tccgaagtga
tgctaaagac
acctggacta
catttcectg
ggccattagce

tgcatacgtt

87
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attaccatag
cggggattte
caacgggact
cgtgtacggt
agcttcaagc
tcctcttett
aacaaatttc
agtaagcgca

ttctegtett

tgatccaagc
cctecgeggg
gggcaccaca
gtgcagagac
tecgggaggge
ccgtcggaga
tgaggagaag
ggcagcccgce
gcggaggacce
cctgaggcege
cgtgcggeca
gagccgtggg
ggaagtgcga
aggcgcacat
tttaaactta
catattattc

gtatctatat

tgatgecggtt
caagtctcca
ttccaaaatg
gggaggtcta
tctagcagga
cttgtgagag
aaaaagagtt
gttgtegtcet

ccgttectgac

cgggttcetceg
gccgcacagg
cacgaacatt
tggaacggcecce
gtggcttcetg
cccgagttca
ccgeccgeget
ggcctggacg
cagcggcaag
tcgacggggt
accccttatt
cgtttgactg
ctgagacggg
gacgtcgegg
aacaagtttg
attggttata

cataatatgt

ttggcagtac
ccccattgac
tcgtaataac
tataagcaga
agaagaaaga
taaaaaagaa
tttgtgtttg
cttgeggtge

tectetetttt

cgccgacctg
gtcacagcct
ccttgagegt
ttgggaagta
aggattatat
gtcgeegett
tggcgtagcet
ttctgtttee
atggcggcca
tgggggggaa
ttttttgacg
tcgggagagyg
aagggggggyg
tttctatggg
tacaaaaaag
tagcataaat

acatttatat

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2232

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020



10

tggctcatgt
atcaattacg
ggtaaatggc
gtatgttccc
acggtaaact
tgacgtcaat
ctttcctact
ttggcagtac
ccccattgac
tcgtaataac
tataagcaga
agaagaaaga
taaaaaagaa
tttgtgtttg
cttgcggtge
tctctetttt
<210>77
<211> 9513
<212> ADN

<213> Artificial
<220>

ccaatatgac
gggtcattag
ccgectggcet
atagtaacgc
gcccacttgg
gacggtaaat
tggcagtaca
accaatgggce
gtcaatggga
cccogecececegt
gctcgtttag
agaagaagaa
aactcccaaa
gggattaaag
cgttgetggt

tcgttgcagg

<223> pPNic384

<400> 77
agatctaaca

gtccattcte
tgcaaacgca
agcccagtta
acaccatgac
tttccgaatg
agtgtggggt
gtcttggaac
ttgaaatgct

cttgtttggt

tccaaagacg
acacataagt
ggacctccac
ttgggcttga
tttattagce
caacaagctc
caaatagttt
ctaatatgac
aacggccagt

attgattgac

ES 2780 692 T3

cgeccatgttg
ttcatagccce
gaccgcccaa
caatagggac
cagtacatca
ggcccgectg
tctacgtatt
gtggatagcg
gtttgttttg
tgacgcaaat
tgaaccgtca
gaagaagaag
aaaaagaaaa
aagaaaaaaa
tctcacacct

cC

aaaggttgaa
gccaaacgca
tcctettcete
ttggagctcg
tgtctatcct
cgcattacac
catgttcccece
aaaagcgtga
tggtcaaaaa

gaatgctcaa

gcattgatta
atatatggag
cgacccccge
tttccattga
agtgtatcat
gcattatgce
agtcatcget
gtttgactca
gcaccaaaat
gggcggtagg
gatcactaga
aagaagcgtc
tcatcaaaaa
acaacaggtg

tttaggtctg

tgaaaccttt
acaggagggg
ctcaacaccc
ctcattccaa
ggccccecctg
ccgaacatca
aaatggccca
tctcatccaa
gaaacttcca

aaataatctc

88

ttgactagtt
ttccgegtta
ccattgacgt
cgtcaatggg
atgccaagtc
cagtacatga
attaccatag
cggggatttce
caacgggact
cgtgtacggt
agcttcaagc
tcctettett
aacaaatttc
agtaagcgca

ttctegtett

ttgccatcceg
atacactagce
acttttgcca
ttccttcetat
gcgaggttca
ctccagatga
aaactgacag
gatgaactaa
aaagtcgcca

attaatgcett

attaatagta
cataacttac
caataatgac
tggagtattt
cgcccecctat
ccttacggga
tgatgcggtt
caagtctcca
ttccaaaatg
gggaggtcta
tctagcagga
cttgtgagag
aaaaagagtt
gttgtecgtet

ccgttetgac

acatccacag
agcagaccgt
tcgaaaaacc
taggctacta
tgtttgttta
gggctttetg
tttaaacgct
gtttggtteg
taccgtttgt

agcgcagtcet

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1942

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



ctctateget
ttttggatga
gctgatagecce
atataaacag
actttcataa
caacttgaga
tcaattttta
acaacagaag
gaaggggatt
tttataaata
agagaggctg
ttgagatgtc
ttgagagtta
gacggtagag
ttcttgaaga
actgttecte
agaggatgtc
tttgtaacct
ctcectgatca
ttcgagtttg
gagaagttcg
attgctaacg
gcaccgtcac
tgcgggatat
atgcgttgat
gccgcccagt
ccacaccegt
ataagtccca
acagcagcca
tgtgaagtga
ccgtacgttg

taggcaccaa

tctgaacccce
ttatgcattg
taacgttcat
aaggaagctg
ttgcgactgg
agatcaaaaa
ctgcagtttt
atgaaacggce
tcgatgttge
ctactattgce
aagcttacgt
agtgtatcaa
tcgagtccgg
agttgtgttt
gagctgagaa
agttcaagtt
agaatgccat
atatagtata
gcctatecteg
atgtttttet
tttgtgcaag
cagtcaggca
cctggatget
cgtccattee
gcaatttcta
cctgcteget
cctgtggatce
gtttcteccat
gatccatcac
tgaacttctg
gcaaagtgtg

caaacacaga

ES 2780

ggtgcacctg
tctccacatt
gatcaaaatt
ccectgtetta
ttccaattga
acaactaatt
attcgcggece
acaaattccg
tgttttgeca
cagcattgct
agaattcgag
gacttactcce
tccacactgt
ggacccaaaa
ctcctagtaa
gggcacttac
ttgcctgaga
ggattttttt
cagctgatga
tggtatttce
cttatcgata
ccgtgtatga
gtaggcatag
gacagcatcg
tgcgcaccecg
tcgctacttg
tatcgaatct
acgaacctta
tgcttggcecca
gaaggttgca
gttggtaccg

tccagegtgt

89

692 T3

tgccgaaacg
gtatgcttcce
taactgttct
aacctttttt
caagcttttg
attcgaagga
tccteggect
gctgaagcectg
ttttccaaca
gctaaagaag
ggtgctgtct
aagccattce
gctaacactg
gagaactggg
gcggccgega
gagaagaccg
gatgcaggct
tgtcattttg
atatcttgtg
cactcctett
agctttaatg
aatctaacaa
gcttggttat
ccagtcacta
ttctcggage
gagccactat
aaatgtaagt
acagcattge
atatgtttca
gtgttaactc
gaggagtaat

tgtacttgat

caaatgggga
aagattctgg
aacccctact
tttatcatca
attttaacga
tccaaacgat
tagctgctcce
tcatcggtta
gcacaaataa
aaggggtatc
tgcectagate
acccaaagtt
agatcatcgt
ttcagagagt
attaattcgc
gtecttgetag
tcatttttga
tttcttcteg
gtaggggttt
cagagtacag
cggtagttta
tgcgctcatce
gccggtactg
tggcgtgcetg
actgtccgac
cgactacgcg
taaaatctcet
ggtgagcatc
gtcectcagg
cgctgtattg
ctccacaact

caacataaga

aacacccgcet
tgggaatact
tgacagcaat
ttattagcett
cttttaacga
gagatttcct
agtcaacact
ctcagattta
cgggttattg
tctcgagaaa
cgctaaagaa
catcaaagag
taagttgtcc
tgttgagaag
cttagacatg
attctaatca
tactttttta
tacgagcttg
gggaaaatca
aagattaagt
tcacagttaa
gtcatcctcg
ccgggectct
ctagcgetat
cgetttggece
atcatggcga
aaataattaa
tagaccttca
agttacgtct
acgggcatat
ctctggagag

agaagcattc

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520



tcgatttgca
taggttgcaa
ggcaactgca
atatcgacag
tctgaggcaa
ccagcaggca
gcagtaacga
ccgtaagceca
accttgtggg
gcaaaaacaa
gaaggcagaa
aaacgagagc
tcatggaatt
aattgcataa
tcaaacttgg
attggtttga
tcaatttctt
gaagggactt
gcatctcctt
tccaacgtca
tecccaggeta
ttagcgttca
ttgctcttac
caggaagtgc
cagtctccat
cctttatacc
tccggaatag
accaaagtag
ctgacaggga
tcaataatgg

tcagaaaaag

ggatcaagtg
ccgatagggt
cagcttggtt
ccaacagaat
cgaaatctgg
tgtcaatact
actggtttce
tagcagctac
caacgtagat
tttctttgeca
ttgcggttcee
agactacacc
tcectgacgtt
gttcctetgg
cagttagttc
ctaattccat
gtgaggaggc
ctttaggttt
tccttectagt
caccgtactt
tatcttecett
acaaaacttc
gatcccacaa
gttccaagtg
cacaatccaa
acaaaccgtg
actttttgga
tgaatagacc
actttttgac
ggattatacc

cataaacagt

ES 2780

ttcaggagceg
tgtagagtgt
gtgaacagca
cacctgggaa
atcagcgtat
acacagggct
tggaccaaat
tgcetgggeg
gacttctggg
accagcaact
accaggaata
agggcaagtc
atctatagag
gaaaggagct
taaaagggct
aatctgttce
cttagaaacg
ggattcttct
gacctttagg
ggcacatcta
ggatttagcect
gtcgtcaaat
ggtggcttce
acagaaacca
ttcgatacce
acgacgagat
cgagtacacc
atcggggegg
atcttcagaa
agaagcaaca

tctactaccg

90

692 T3

tactgattgg
gcaatacact
tcttcaattce
tcaataccat
ttatcagcaa
gatgtgtcat
attttgtcac
cctectgeta
gtaagggtac
ttggcaggaa
tagaggccaa
tcaacttgca
agatcaatgg
tctaacacag
ttgtcaccat
gttttectgga
tcaattttgce
ttaggttgtt
gacttcatat
actaatgcaa
tctgcaagtt
aaccgtttgg
atggctctaa
acacctgttt
agcaactttt
tggtagactc
aggcccaacg
tcagtagtca
agttecgtatt

gtggaagtca

ccattagtga

acatttccaa
tgcgtacaat
tggcaagctc
gttcagecttg
taactagaac
tttgaaccat
acttaggaac
gcacgataca
catccttett
cacccagcat
ctttctcaat
acgtctcegt
ctctecttaac
gtgtcttcaa
tttgacgaac
taggacgacg
acaattcaat
ccttggtgta
ccaggtttct
aataaaataa
catcagcttce
tataagaacc
gaccctttga
gttcaaccac
gagttgctcce
cagtttgtgt
agtaattaga
aagacgccaa
cagtagtcaa
catctaccaa

aacttttcaa

agcctgceteg
ttcaaccctt
cttgtctgtce
agacagaagg
ttcagaaggce
catcttggca
agtttctgtt
cttagcacca
aggtggagat
cagggaagtg
aggtcttgca
tagttgagct
gttatetgge
agcgactcca
attgtcgaca
aagggcatct
acgaccttca
tcctggettg
ctccacctcg
gtcagcacat
ctcectaatt
ttctggagca
ttggccaaaa
aaatttcaag
agatgtagca
ccttatagece
agagtcagcc
caaaatttca
ttgcecgagea
ctttgcggtc

atcgcccagt

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380



ggagaagaaa
agggtcctat
tctaggtceca
agctcctceaa
gtcgattgag
tttcctacca
ggaaatgtca
ttttattatc
ctgcaggggg
caggcctgaa
ttgttgtagg
ttgtcgggaa
agccgccgtce
ctgattagaa
caataccata
tccataggat
aacctattaa
cgactgaatc
gccagccatt
attgecgectg
tcgaatgcaa
gatattcttc
catcatcagg
agtttagtct
gaaacaactc
cgacattatc
gcggcctega
ttatgtaagc
atcagagatt
gcgccacagg

ctcgecactt

ccgggggact

aaggcacagc
agataaccct
aaatcacttc
attggteccte
tgaacttgat
aactcaagga
tacttgaagt
agtgagtcag
g99999999cg
tcgcececcatce
tggaccagtt
gatgcgtgat
ccgtcaagtce
aaactcatcg
tttttgaaaa
ggcaagatcc
tttcceceteg
cggtgagaat
acgctcgtca
agcgagacga
ccggcgcagyg
taatacctgg
agtacggata
gaccatctca
tggcgcatcg
gcgagcccat
gcaagacgtt
agacagtttt
ttgagacaca
tgcggttget
cgggctcatg

gttgggecgece

ES 2780

gatactagca
agcgectggg
attgatacca
tgtaacggat
caggttgtgce
attatcaaac
cggacagtga
tcatcaggag
ctgaggtctg
atccagccag
ggtgattttg
ctgatcette
agcgtaatgce
agcatcaaat
agccgtttet
tggtatcggt
tcaaaaataa
ggcaaaagct
tcaaaatcac
aatacgcgat
aacactgcca
aatgctgttt
aaatgcttga
tctgtaacat
ggcttcccat
ttatacccat
tccegttgaa
attgttcatg
acgtggcettt
ggcgcectata
agcgcttgtt

atctccettge

91

692 T3

ttagcgggca
atcatccttt
ttattgtaca
gactcaactt
agctggtcag
tctgcaacac
gtgtagtctt
atcctctacg
cctegtgaag
aaagtgaggg
aacttttgcect
aactcagcaa
tctgccagtg
gaaactgcaa
gtaatgaagg
ctgcgattce
ggttatcaag
tatgcatttc
tcgcatcaac
cgctgttaaa
gcgcatcaac
tcccggggat
tggtcggaag
cattggcaac
acaatcgata
ataaatcagc
tatggectcat
atgatatatt
cccccccccce
tcgeccgacat
tcggcgtggg

atgcaccatt

aggatgcaac
ggacaactct
acttgagcaa
gcacattaac
cagcataggg
ttgcgtatge
gagaaattct
ccggacgcat
aaggtgttgce
agccacggtt
ttgccacgga
aagttcgatt
ttacaaccaa
tttattcata
agaaaactca
gactcgtcca
tgagaaatca
tttccagact
caaaccgtta
aggacaatta
aatattttca
cgcagtggtg
aggcataaat
gctacctttg
gattgtcgca
atccatgttg
aacacccctt
tttatcttgt
cctgcaggte
caccgatggg
tatggtggca

ccttgeggeg

tttatcaacc
ttctgccaaa
gttgtcgatc
ttgaagctca
aaacacggct
aggtagcaag
gaagccgtat
cgtggccgac
tgactcatac
gatgagagct
acggtctgcg
tattcaacaa
ttaaccaatt
tcaggattat
ccgaggcagt
acatcaatac
ccatgagtga
tgttcaacag
ttcattcgtg
caaacaggaa
cctgaatcag
agtaaccatg
tcegtcagece
ccatgtttca
cctgattgcece
gaatttaatc
gtattactgt
gcaatgtaac
ggcatcaccg
gaagatcggg

ggcceegtgg

gcggtgetca

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300



acggcctcaa
gagtatctat
ctcctatcag
ctgacttttg
tgtcettett
caaacttctt
cgggtaggaa
tgtagatact
ccagagaaat
caatagtgtg
ataatcttga
aggacaagta
cttgaggggce
acgctgattt
cggtgaaaac
tgcegggage
agccatgacc
gagcagattg
agaaaatacc
gttcggcetge
tcaggggata
aaaaaggccg
aatcgacgcet
ccccectggaa
tcegeettte
agttcggtgt
gaccgctgeg
tcgeccactgg
acagagttct
tgcgctcetge

caaaccaccg

cctactactg
gattggaagt
attatgccca
gtcatcagta
ggagacagta
gtttcgaact
tggagcggge
gatgccaact
caaagttgtt
ctegtgtttt
cgagccaagg
tgtctgectg
actatcttgt
taaacgtgaa
ctctgacaca
agacaagccc
cagtcacgta
tactgagagt
gcatcaggcg
ggcgagceggt
acgcaggaaa
cgttgectgge
caagtcagag
gctcecctegt
tcecetteggg
aggtcgttcg
ccttatcegg
cagcagccac
tgaagtggtg
tgaagccagt

ctggtagcgg

ES 2780

ggctgettcee
atgggaatgg
actaaagcaa
gactcgaact
aatgaagtcce
tttteggtge
aaatgcttac
tcagtgacaa
tgtctactat
gaggtcatct
cgataaatac
tattaaaccc
tttagagaaa
atttatctca
tgcagctcce
gtcagggcge
gcgatagcgg
gcaccatatg
ctcttceget
atcagctcac
gaacatgtga
gtttttccat
gtggcgaaac
gcgectctect
aagcgtggeg
ctccaagcetg
taactatcgt
tggtaacagg
gcctaactac
taccttcgga

tggttttttt

92

692 T3

taatgcagga
tgatacccge
ccggaggagg
gtgagactat
caccaataaa
cttgaactat
cttctggacce
cgttgctatt
tgatccaagc
ttgtatgaat
ccaaatctaa
caaatcagct
tttgcggaga
agatctctgce
ggagacggtc
gtcagegggt
agtgtatact
cggtgtgaaa
tcctcgetca
tcaaaggcgg
gcaaaaggcc
aggctccgece
ccgacaggac
gttccgaccce
ctttctcaat
ggctgtgtge
cttgagtcca
attagcagag
ggctacacta
aaaagagttg

gtttgcaagc

gtcgcataag
attcttcagt
agatttcatg
ctcggttatg
gaaatccttg
aaaatgtaga
ttcaagaggt
tcgttcaaac
cagtgcggtce
aaatctagtc
aactctttta
cgtagtctga
tgcgatateg
ctcgegegtt
acagcttgtce
gttggegggt
ggcttaacta
taccgcacag
ctgactcgct
taatacggtt
agcaaaaggc
ccectgacga
tataaagata
tgccgcettac
gctcacgetg
acgaaccccc
acccggtaag
cgaggtatgt
gaaggacagt
gtagctcttg

agcagattac

ggagagcgtc
gtcttgaggt
gtaaatttct
acagcagaaa
ttatcaggaa
gtggatatgt
atgtagggtt
cattccgaat
ttgaaactga
tttgatctaa
aaacgttaaa
tcctcatcaa
agaaaaaggt
tcggtgatga
tgtaagcgga
gteggggege
tgcggcecatca
atgcgtaagg
gcgctecggtce
atccacagaa
caggaaccgt
gcatcacaaa
ccaggcegttt
cggatacctg
taggtatctc
cgttcagece
acacgactta
aggcggtgcet
atttggtatc
atccggcaaa

gcgcagaaaa

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160
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aaaggatctc
aactcacgtt
ttaaattaaa
agttaccaat
atagttgcct
cccagtgetg
aaccagccag
cagtctatta
aacgttgttg
ttcagectceg
gcggttaget
ctcatggtta
tctgtgactg
tgctcttgee
ctcatcattg
tccagttcga
agcgtttctg
acacggaaat
ggttattgtc
gttcegegea
acattaacct
atgtttgaca
tcgggaacac
<210>78
<211>1720
<212> ADN

<213> Artificial
<220>

aagaagatcc
aagggatttt
aatgaagttt
gcttaatcag
gactccecegt
caatgatacc
ccggaagggce
attgttgccg
ccattgctge
gttcccaacg
cctteggtcee
tggcagcact
gtgagtactc
cggcgtcaac
gaaaacgttc
tgtaacccac
ggtgagcaaa
gttgaatact
tcatgagcgg
catttcecceceg
ataaaaatag
gcttatcate

tgaaaaataa

<223> inserto pPNic602

<400> 78
cctgacgtet

aggcccttte
ctcatgttgg

tcgtttcagg

aagaaaccat
gtcttcaaga
tattgtgaaa

caaccagagc

ES 2780

tttgatcttt
ggtcatgaga
taaatcaatc
tgaggcacct
cgtgtagata
gcgagaccca
cgagcgcaga
ggaagctaga
aggcatcgtg
atcaaggcga
tccgatcgtt
gcataattct
aaccaagtca
acgggataat
ttcggggega
tecgtgcaccece
aacaggaagg
catactcttce
atacatattt
aaaagtgcca
gcgtatcacg
gataagctga

cagttattat

tattatcatg
attaattcte
tagacgcaga

tacatagtga

93

692 T3

tctacggggt
ttatcaaaaa
taaagtatat
atctcagcga
actacgatac
cgctcaccgg
agtggtcctg
gtaagtagtt
gtgtcacgcect
gttacatgat
gtcagaagta
cttactgtca
ttctgagaat
accgcgccac
aaactctcaa
aactgatctt
caaaatgccg
ctttttcaat
gaatgtattt
cctgacgtcet
aggcccttte
ctcatgttgg

tcg

acattaacct
atgtttgaca
tcgggaacac

gatcctgtet

ctgacgctca
ggatcttcac
atgagtaaac
tctgtctatt
gggagggctt
ctccagattt
caactttatc
cgccagttaa
cgtcgtttgg
cccceccatgtt
agttggccge
tgccatcegt
agtgtatgcg
atagcagaac
ggatcttacc
cagcatcttt
caaaaaaggg
attattgaag
agaaaaataa
aagaaaccat
gtcttcaaga

tattgtgaaa

ataaaaatag
gcttatcate
tgaaaaataa

caacaaaaat

gtggaacgaa
ctagatcctt
ttggtctgac
tegttecatce
accatctgge
atcagcaata
cgcctcecate
tagtttgcge
tatggcttca
gtgcaaaaaa
agtgttatca
aagatgcttt
gcgaccgagt
tttaaaagtg
gctgttgaga
tactttcacce
aataagggcg
catttatcag
acaaataggg
tattatcatg
attaattctc

tagacgcaga

gcgtatcacg
gataagctga
cagttattat

aaaataatct

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9513

60

120

180

240
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aaggcttcaa
accttttect
caggctcaag
gttttcaaga
tcggggagag
cceccttgttt
tgggcccagg
cagtgtggca
gacggggtaa
gctcecggeeg
acacacgctg
ccecectacte
tcaggcgect
cgcggaggga
gtcttagcta
ccgecgecge
cgcggacacg
cgactgtcct
ataggcgagc
ctgcagccgg
gcctcecgaag
cgttgctaaa
tgaacctgga
ggacatttcc
cgacatccac
<210>79
<211> 455
<212> ADN

<213> Artificia
<220>

agggttcaat
tagtgacagt
aacagcctgg
actgtgtgga
ttttecccect
tgagaattgce
ggcctggegg
ggagccaaag
gcgggtgggt
cgctgatcca
atcccteege
tctgggcace
ccggtgcaga
tcgtcgggag
gttcecgtegg
tggtgaggag
aggggcagcc
gaggcggagyg
ggccctgagg
gaacgtgcgg
tgagagccgt
gacggaagtg
ctaaggcgca
ctagatctaa

aggtccattc

<223> protomor de EF1a

<400> 79
ggatccttgg

agctaagcca

ES 2780

ctcttaggta
cagatagaac
aaaggtctag
tttttetgee
ttataatttt
agagtcatcc
ggctgaaggg

ccctaggtece

gtctggggeg

ageccgggtte
ggggccgeac
acacacgaac
gactggaacg
ggcgtggett
agacccgagt
aagccgccgce
cgcggectgg
acccagcggce
cgctcgacgg
ccaacccctt
gggcgtttga
cgactgagac
catgacgacg
catccaaaga

tcacacataa

gcaatggtag

94

692 T3

gctaaatatg
cttectcgagt
tgctatgggg
tgtaacgaat
ttttttaaat
accctgtcac
gctggggaag
ctagaacgca
cgaagccgea
tcgegecgac
agggtcacag
attccttgag
gccttgggaa
ctgaggatta
tcagtcgeeg
gcttggegta
acgttctgtt
aagatggcgg
ggttgggggg
attttttttg
ctgtcgggag
gggaaggggg
cggtttctat
cgaaaggttg

gtgccaaacg

agggaagatt

aacaaaattt
gcaaggacac
cttcaggtcg
tcagattcat
ttattaaact
agtgccaggg
cgagggctcc
gaggccaccg
ctgecgecatge
ctggtcgtga
ccttteeect
cgtgaccttg
gtagtcccta
tataaggcga
cttctctgtg
gctgagagac
tcecgtggcecce
ccaagtggaa
gaagcaggcc
acgggttgcg
aggtcggtcg
gggagtcggt
gggctcataa

aatgaaacct

ctgcacgtcee

gggaaatgtg

caagtgcaaa
aatgccaact
ttttcaaaac
ttgtttegtt
agctcaggga
aaagggaccc
ggacccccca
gccgaggtece
ttgacaagtc
ccccacaaag
ttggctctag
accgcatttc
ctccgggegyg
aggactgctg
9999299999
gcgaggaagg
gcctgagggg
cgcgaggcag
ggccgtaggt
gattttcatc
tggtggcggt
tgggtggtga

ttttgccatce

cttccaggeg

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1720

60



10

gccteeceegt
aaggactcgce
aacccagaga
gagaagagca
tccececgagaa
gggtaaactg
aaccgtatat
<210> 80
<211> 2250
<212> ADN

<213> Artificial
<220>

<223> EEE1-A1

<400> 80
tgcagtgcca

tcccaccata
actaaaagag
caatttcatc
gtccacattc
gaggaaatat
aggcagcacc
agctctagaa
aagatttggce
ggcccttace
gaaggaggat
tgtgttacag
gccacgaagg
aggaagctgt
atataaatat
ctatatttgg
aggtctggaa
cccctegtaa
catacttata

attatcatag

caccaccccce
ccctgeettg
tcgetgegtt
tgcgtgaggce
gttgggggga

ggaaagtgat

aagtgcagta

gacactacat
ccttaaatat
actaagacac
aggcagtctt
aggtcaccca
gtecttttgge
atgcttttcc
ccggttagaa
ctatgttectt
agcgeggtgg
cactctcact
tgaatagcac
gtagctctce
tctttggtag
ttgatctaag
gaaagagtce
gtgcaaaagg
ggctagtcta
cctatacacg

atacgatggg

ES 2780

cccaacccgce
gggaatccca
ccegeccecect
tccggtgecce
ggggtcggca
gtcgtgtact

gtcgeegtga

agcctgatat
aatttaaaag
aaggcagaat
gggttaagcc
agacacagta
ctgggtetge
tcctecttet
ggagattaca
ggcttttggg
gtggtgcget
acgtgggcac
agaccctacc
agcctctcett
atacacctaa
gagcataggc
tataccctag
gtgaaagaac
tactacatca
ggcacactat

catctatagg

95

692 T3

cccgaccgga

gggaccgteg
cacccgceccg
gtcagtgggce
attgaaccgg
ggctecegect

acgtt

actctagtgt
agagagtgtg
aatacactce
taatcatcac
cagggctggg
agtatggagt
gcctcagcat
taatcctttt
ataatgactt
gcttttagte
ctggtgtttt
aatgcatata
atagttagga
ctagagttca
tactaatctce
ctaaagttac
agctgctatg
gagagcaata
accccataaa

taattctatg

gctgagagta
ttaaactccce
ctctegtceat
agagcgcaca
tgcctagaga

ttttcecegag

taactgagaa
agaaactcaa
ctcatggtge
tgttatacag
ttttatatat
gtgtttttcet
tggagggtta
ttatcctatt
acaatactac
ctgatattgg
acgagactac
acaacaacta
cctcatggaa
ttagtgagtg
ttaggtggtt
aaagaacctt
ctgttgaggt
tacaggcaga
attatacttt

accatccacc

attcatacaa
actaacgtag
cactgaggtg
tcgecccacag
aggtggcgeg

ggtgggggag

ggagcaccat
agtgaacaag
tgactttgee
catgattttg
tgatatcaca
tgtgcagggt
gtaggagagg
atatgaatga
ttatggttgt
ggaggcagag
cacctectgge
gatctattgt
ggaagagggc
catgcaccta
attttcactt
ctcgactect
ttggcccecett
atcgtaatga
agagcaataa

ctgcatctgt

120

180

240

300

360

420

455

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200



10

ggctgcctgg
ggggtgctat
ggcteccggga
cggaagcgcc
gacgagttag
tatgcccacce
tgaccttgtt
agtccctaac
taaggcgact
tctectgtgag
tgagagacgg
cgtggeceege
aagtggaagc
agcaggcccg
gggttgcggg
gtecggtcegga
gagtcggttg
gctcataatg
<210> 81
<211> 1449
<212> ADN

<213> Artificial
<220>

<223> EEE1-A2

<400> 81
tttcaggcaa

gcttcaaagg
ttttecettag
gctcaagaac
ttcaagaact
gggagagttt
cttgttttga

gcccagggge

tgaggcaagc
gccteecccac
cccecectgte
gtggtgeggt
tctactgaga
ctagattacc
ggctctagte
cgcatttccg
ccgggegggt
gactgectgce
ggagggggcyg
gaggaaggcg
ctgaggggat
cgaggcagcect
ccgtaggtge
ttttcatccg
gtggcggttg

ggtggtgagg

ccagagctac
gttcaatctc
tgacagtcag
agcctggaaa
gtgtggattt
tccccecttta
gaattgcaga

ctggeggggce

ES 2780

ccececaggggyg
tctgggaggt
ggccttaccg
gcgccegege
gacgctgatc
cctcaatctce
aggcgcctcece
cggagggatc
cttagctagt
gccgecegetg
cggacacgag
actgtcctga
aggcgagcegyg
gcagccggga
ctccgaagtg
ttgctaaaga
aacctggact

acatttccct

atagtgagat
ttaggtagct
atagaacctt
ggtctagtgce
ttctgeccetgt
taattttttt
gtcatccacc

tgaaggggct

96

692 T3

cagccgggcc
ggctatgggg
gcagggagac
tgatcctacce
ccteecgeggg
tgggcaccac
ggtgcagaga
gtcgggaggg
tcegteggag
gtgaggagaa
gggcagcceccg
ggcggaggac
ccctgaggeg
acgtgeggcece
agagccgtgg
cggaagtgcg

aaggcgcaca

cctgtctcaa
aaatatgaac
ctcgagtgceca
tatggggctt
aacgaattca
tttaaattta
ctgtcacagt

ggggaagcga

agtagcccect
ttgectgettt
aggcccgegt
cgctatgtceg
gcccggagac
acacgaacat
ctggaacggce
cgtggcttcet
acccgagttce
gccgecegege
cggcctggac
ccagcggcaa
ctcgacgggg
aaccccttat
gcgtttgact
actgagacgg

tgacgtcgeg

caaaaataaa
aaaatttggg
aggacaccaa
caggtcgaat
gattcatttt
ttaaactttg
gccagggagce

gggctccaaa

ggggtaccgt

gtacggacag
agccggagtce
cgcegtectg
actgagaccce
tcecttgageg
cttgggaagt
gaggattata
agtcgecceget
ttggcgtage
gttectgttte
gatggcggcee
ttggggggga
tttttttgac
gtcgggagag
gaaggggggg

gtttctatgg

ataatctaag
aaatgtgacc
gtgcaaacag
gccaactgtt
tcaaaactcg
tttegttece

tcagggatgg

gggaccccag

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2250

60

120

180

240

300

360

420

480



10

tgtggcagga
ggggtaagcg
ccggeccgege
cacgctgatce
cctactgtcet
cccgecteeg
gcaccgtteg
taacctagtt
ccgecgetgg
ggacacgagg
ctgtcctgag
ggcgagcggce
cagccgggaa
tccgaagtga
tgctaaagac
acctggacta

catttcecct
<210> 82
<211> 1449
<212> ADN
<213> Atrtificial
<220>

<223> EEE1-A3

<400> 82
tttcaggcaa

gcttcaaagg
ttttecettag
gctcaagaac
ttcaagaact
gggagagttt
cttgttttga
gcccaggggce
tgtggcagga

ggggtaageg

gccaaagccc
ggtgggtgtc
tgatccaagc
ccteegeggg
ggccatctcet
ctcetgtgte
acgtgagggce
ccgtcegceaca
tgaggagaag
ggcagcccgce
gcggaggacc
cctgaggege
cgtgcggeca
gagccgtggg
ggaagtgcga

aggcgcacat

ccagagctac
gttcaatctc
tgacagtcag
agcctggaaa
gtgtggattt
tccccecttta
gaattgcaga
ctggecgggge

gccaaagcecce

ggtgggtgtc

ES 2780

taggtcccta
tggggcgega
cgggttctcg
gccgcacagg
ctcgtagaat
agcataggcc
gtggctattg
gccgagagta
ccgeegeget
ggcctggacg
cagcggcaag
tcgacggggt
accccttatt
cgtttgactg
ctgagacggg

gacgtcgegg

atagtgagat
ttaggtagcect
atagaacctt
ggtctagtgce
ttctgectgt
taattttttt
gtcatccacc
tgaaggggct

taggtcccta

tggggcgega

97

692 T3

gaacgcagag
agccgcactg
cgccgacctg
gtcacagcct
gcatcaccga
ttgggaagta
aggattatat
ccegecgett
tggcgtaget
ttotgtttce
atggcggcca
tgggggggaa
ttttttgacg
tcgggagagyg
aagggggggyg

tttectatggg

cctgtctcaa
aaatatgaac
ctcgagtgceca
tatggggcectt
aacgaattca
tttaaattta
ctgtcacagt
ggggaagcga
gaacgcagag

agccgcactg

gccaccggga
cgcatgegece
gtcgtgattg
ttccectece
gtgctagatg
gtcctttage
aaggecgtcac
ctcagagtgce
gagagacggg
gtggcecegeg
agtggaagcc
gcaggcccgce
ggttgeggge
tcggteggat
agtcggttgg

ctcataatgg

caaaaataaa
aaaatttggg
aggacaccaa
caggtcgaat
gattcatttt
ttaaactttg
gccagggagce
gggctccaaa
gccaccggga

cgcatgegece

ccccccagac
gaggtccgcet
acaagtcaca
cacaaagccc
ccacaactga
ggaataccgce
cgceceggetyg
agtccaggcg
gagggggcge
aggaaggcga
tgaggggata
gaggcagctg
cgtaggtgcce
tttcatcegt
tggcggttga

gtggtgagga

ataatctaag
aaatgtgacc
gtgcaaacag
gccaactgtt
tcaaaactcg
tttegttcce
tcagggatgg

gggaccccag

cccececcagac

gaggtccgcet

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1449

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



10

ccggecgege
cacgctgatc
cctactctcet
ggcgectecg
ggagggatcg
ttagctagtt
ccgeecgetgg
gctgtegtece
ctgtcctgag
ccegteeggg
tgctegecett
agcgttcact
tgctaaagac
tggacctgaa

catttccct
<210> 83
<211> 1449
<212> ADN
<213> Artificia
<220>

<223> EEE1-B1

<400> 83
tttcaggcaa

gcttcaaagg
ttttccttag
gctcaagaac
ttcaagaact
gggagagttt
cttgttttga
gcccaggggce
tgtggcagga
ggggtaageg

ccggecgege

tgatccaagce
ccteecgeggg
gggcaccaca
gtgcagagac
tcgggaggge
ccgtcggaga
tgaggtcaat
cctggggege
gcggaggtge
ggactccegg
cgaccgccct
ctcecegtggg

gcttcaccgt

aggcggtgta

ccagagctac
gttcaatcte
tgacagtcag
agcctggaaa
gtgtggattt
tccccecttta
gaattgcaga
ctggecggggce
gccaaagece
ggtgggtgte

ttgcacaagce

ES 2780

cgggttcteg
gccgcacagg
cacgaacatt
tggaacggcce
gtggcttctg
cccgagttca
ccgeegeggt
ggggacctcg
ctceggeaag
acgtcgceccca
tggggaattt
cgtttgtgac
gactgacggg

ctegtegege

atagtgagat
ttaggtagcet
ataactgcat
ggtctagtgce
ttectgectgt
taattttttt
gtcatccacc
tgaaggggct
taggtcecta
tggggcgcga

cgggttecteg

98

692 T3

cgccgacctg
gtcacagcct
ccttgagegt
ttgggaagta
aggattatat
gtcgeegett
agccgattgt
aagacaaagc
atggcgcetgt
accccccectt
ttttttcteg
acgcctctce

aagggggggg

aaagataccc

cctgtctcaa
aaatatgaac
tccgagtgceca
tatggggcectt
aacgaattca
tttaaattta
ctgtcacagt
ggggaagcga
gaacgcagag
agccgcactg

cgccgacctg

gtcgtgattg
ttcecectecee
gaccttgttg
gtcccectaacce
aaggcgactc
ctctgtgagg
cteteteggg
gacctgcgeg
tcacctttgg
cgtcecggege
ggttgcggge
acggtcgcta

agtcgcaacc

gactggggtt

caaaaataaa
aaaatttggg
aggacaccaa
caggtcgaat
gattcatttt
ttaaactttg
gccagggagce
gggctccaaa
gccacceggga
cgcatgcgcece

gtcgtgattg

acaagtcaca
cacaaagccc
gctctagtca
gcatttcege
cgggcgggte
actgctgcecceg
gagggcccgce
aggaaggcga
actccccatt
gtccctceccac
cgatccacce
aaagtagcgt
acccggttet

ttggtgagga

ataatctaag
aaatgtgacc
gtgcaaacag
gccaactgtt
tcaaaactcg
tttegttcce
tcagggatgg
gggaccccag
ccecccagac
gaggtccgct

acaagtcaca

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1449

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



10

cacgcttgceca
cctactctcet
ggcgecteceg
ggagggatcg
ttagctagtt
ccgeecgetgg
ggacacgagg
ctgtcctgag
ggcgagcggce
cagccgggaa
tccgaagtga
tgctaaagac
acctggacta

catttccecct
<210> 84
<211> 1449
<212> ADN
<213> Atrtificial
<220>

<223> EEE1-B2

<400> 84
tttcaggcaa

gcttcaaagg
tttteccttag
gctcaagaac
ttcaagaact
gggagagttt
cttgttttga
gcccaggggce
tgtggcagga
ggggtaaggg
ccggeccgege
cacgctgatce

cctactcetcet

ccteecgeggg
gggcaccaca
gtgcagagac
tcgggaggge
ccgteggaga
tgaggagaag
ggcagcccgce
gcggaggacce
cctgaggege
cgtgecggeca
gagccgtggg
ggaagtgcga

aggcgcacat

ccagagctac
gttcaatctc
tgacagtcag
agcctggaaa
gtgtggattt
tccccecttta
gaattgcaga
ctgggggggce
gccaaagccce
ggtgggtgte
tgatccaagce
cctecgeggg

gggcaccaca

ES 2780

gccgcacagg
cacgaacatt
tggaacggcce
gtggecttetg
cccgagttcea
ccgeegeget
ggcctggacg
cagcgtagag
tcgacggggt
accccttatt
cgtttgactg
ctgagacggg

gacgtcgegg

atagtgagat
ttaggtagct
atagaacctt
ggtctagtgce
ttctgectgt
taattttttt
gtcatccacc
tgaaggggct
taggtceccta
tggggccceca
cgggttetgg
gccgcacagg

caggaacatt

99

692 T3

gtcacagcct
ccttgagegt
ttgggctgag
aggattatat
gtegeegett
tggcgtaget
ttctgtttee
caggcggcca
tgggggggaa
ttttttgacg
tcgggagagg
aagggggggyg

tttctatggg

cctgtctcaa
aaatatgaac
ctcgagtgca
tatggggcectt
aaccaattca
tttaaattta
ctgtcacagt
ggggaagcca
gaacccagag
agccccactg
cccccacctg
gtcacagcct

ccttgagect

tteccectece
gaccttgttg
atacctaacc
aaggcgactc
ctctgtgagg
gagagacggg
gtggccegeg
agtggaagcc
gcaggcccgce
ggttgcggge
tcggtcggat
agtcggttgg

ctcataatgg

caaaaataaa
aaaatttggg
aggacaccaa
caggtccaat
gattcatttt
ttaaactttg
gccagggagce
gggctccaaa
gccaccggga
cccatgggcece
gtggtgattg
ttececectece

gaccttgttg

cacaaagccc
gctctagtca
gcatttcecge
cgggegggte
actgctgcecg
gagggggcgce
aggaaggcga
tgaggggata
gaggcagctg
cgtaggtgcece
tttcatcegt
tggcggttga

gagggtgtga

ataatctaag
aaatgtgacc
gtgcaaacag
gccaactgtt
tcaaaactgg
tttecttece
tcagggatgg

gggaccccag

ccececccagac
caggtcccct
acaagtcaca
cacaaagccce

gctctagtca

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1449

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780



10

ggggccteeg
ggagggatcg
ttagctagtt
ccgecgetgg
ggacacgagg
ctgtcctgag
ggccaggggce
cagctgggaa
tccgaagtga
tgctaaagac
acctggacta

catttcecct
<210> 85
<211> 1449
<212> ADN
<213> Atrtificial
<220>

<223> EEE1-B3

<400> 85
tttcaggcaa

gcttcaaagg
ttttecettag
gctcaagaac
ttcaagaact
gggagagttt
cttgttttga
gcccaggggce
tgtggcagga
ggggtaagcg
cctgeecgege
cacgctgatce
cctactctct

ggcgectecg

gtgcagagac
tcgggaggge
ccectgggaga
tgaggagaag
ggcagcccce
gcggaggacce
cctgaggecce
cctgeggeca
gagccgtggg
ggaagtgcga

aggcccacat

ccagagctac
gttcaatctce
tgacagtcag
agcctggaaa
gtgtggattt
tcccecttta
gaattgcaga
ctggecggggce
gccaaagccce
ggtgggtgte
tgatccaagce
cctecgeggg
gggcaccaca

gtgcagagac

ES 2780 692 T3

tggaacggcce
gtggcttctg
ccccagttca
cccecteget
tgcctggacce
cagcggcaag
tccagggggt
accccttatt
cgtttgactg
ctgagacggg

gacgtcectg

atagtgagat
ttaggtagct
atagaacctt
ggtctagtgce
ttctgectgt
taattttttt
gtcatccacc
tgaaggggct
taggtceccta
tggggcgeca
cgggtteteg
gccgcacagg
cacgaacatt

tggaacggcce

ttgggaagta
aggattatat
gtccccecectt
tggcgtagcet
ttetgtttcee
atggcggcca
tgggggggaa
ttttttgacg
tcgggagagg
aagggggggyg

tttctatggg

cctgtctcaa
aaatatgaac
ctcgagtgceca
tatggggcett
aacgaattca
tttaaattta
ctgtcacagt
ggggaagcga
gaacgcagag
agccccactg
cgccgaccetg
gtcacagcct
ccttgagegt

ttgggaagta

100

gtccctaacce
aaggccactc
ctctgtgagg
gagagacggg
gtggccecgeg
agtggaagcc
gcaggcccgce
ggttgggggce
tcggteggat
agtcggttgg

ctcataatgg

caaaaataaa
aaaatttggg
aggacaccaa
caggtcgaat
gattcatttt
ttaaactttg
gccagggagce
gggctccaaa
gccaccggga
cccatgegece
gtecgtgattg
ttececectece
gaccttgttg

gtccctaace

gcatttccce
ctggggggte
actgctgccece
gagggggcge
aggaaggcga
tgaggggata
caggcagctg
cgtaggtgcece
tttcatcegt
tgggggttga

gtggtgagga

ataatctaag
aaatgtgacc
gtgcaaacag
gccaactgtt
tcaaaactcg
tttegttecce
tcagggatgg
gggaccccag
ccccccagac
gaggtcccecct
acaagtcaca
cacaaagccc
gctctagtca

gcatttcecge

840

900

960

1020
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ggagggatcg
ttagctagtt
ccgecgetgg
ggacacgagg
ctgtcctgag
ggcgagcggce
cagccgggaa
tccgaagtga
tgctaaagac
acctggacta

catttccecct
<210> 86
<211> 1449
<212> ADN
<213> Atrtificial
<220>

<223> EEE1-B4

<400> 86
tttcaggcaa

gcttcaaagg
ttttececttag
gctcaagaac
ttcaagaact
gggagagttt
cttgttttga
gcccaggggce
tgtggcagga
ggggtaageg
ccggeeccge
cacgctgatc
cctactctct
ggggcecteceg

ggagggatcc

ttagctagtt

tcgggaggge
ccgtcggaga
tgaggagaag
ggcagcccge
gcggaggacce
cctgaggege
cgtgcggcca
gagccgtggg
ggaagtgcga

aggcgcacat

ccagagctac
gttcaatcte
tgacagtcag
agcctggaaa
gtgtggattt
tcccecttta
gaattgcaga
ctgggggggce
gccaaagccce
ggtgggtgtc
tgatccaagce
cctecgeggg
gggcaccaca
gtgcagagac
tcgggagggg

ccctecggaga

ES 2780 692 T3

gtggecttetg
cccgagttca
ccgecgeget
ggcctggacg
cagcggcaag
tcgacggggt
accccttatt
cgtttgactg
ctgagacggg

gacgtcgegg

atagtgagat
ttaggtagct
atagaacctt
ggtctagtge
ttctgectgt
taattttttt
gtcatccacce
tgaaggggct
taggtcccta
tggggcccga
ctggttcteg
gccccacagg
caccaacatt
tggaagggcce
gtggcttcetg

ccccagttea

aggattatat
gtcgcegett
tggcgtagcet
ttctgtttce
atggcggcca
tgggggggaa
ttttttgacg
tcgggagagg
aagggggggg

tttectatggg

cctgtctcaa
aaatatgaac
ctcgagtgca
tatggggctt
aaggaattca
tttaaattta
ctgtcacagt
ggggaaggga
gaacccagag
agccccactg
ccccgacctg
gtcacagcct
ccttgagegt
ttgggaagta
aggattatat

gtegecececett

101

aaggcgactc
ctctgtgagg
gagagacggg
gtggcecegeg
agtggaagcc
gcaggcccgce
ggttgcggge
tcggtcggat
agtcggttgg

ctcataatgg

caaaaataaa
aaaatttggg
aggacaccaa
caggtccaat
gattcatttt
ttaaactttg
gccagggagce
gggctccaaa
gccaccggga
cgcatgccce
gtcgtgattg
tteccectece
gaccttgttg
gtcecctaacce
aaggccactc

ctectgtgagg

cgggegggte
actgctgccg
gagggggcge
aggaaggcga
tgaggggata
gaggcagctg
cgtaggtgcece
tttcatcegt
tggcggttga

gtggtgagga

ataatctaag
aaatgtgacc
gtgcaaacag
gccaactgtt
tcaaaactcg
tttccttcce
tcagggatgg

gggaccccag

ccccccagag
gaggtcccct
acaagtcaca
cacaaagccc
gctctagtca
gcatttcccce

cgggcgggte

actgctgeeg
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ccccecgetgg
ggacaggagg
ctgtcectgag
ggcgaggggce
cagcctggaa
tcccaagtga
tgctaaagag
acctggacta

catttcecct
<210> 87
<211> 1449
<212> ADN
<213> Atrtificial
<220>

<223> EEE1-B5

<400> 87
tttcaggcaa

gcttcaaagg
tttteccttag
gctcaagaac
ttcaagaact
gggagagttt
cttgttttga
gcccaggggce
tgtggcagga
ggggtaageg
ccggeccgcege
cacgctgatc
cctactctcet
ggcgectecg
ggagggatcg
ttagctagtt

ccgeecgetgg

tgaggagaag
ggcagcccegg
ggggaggacc
cctgaggege
cgtggggcca
gagccctggg
ggaagtggga

aggggcacat

ccagagctac
gttcaatctce
tgacagtcag
agcctggaaa
gtgtggattt
tccccecttta
gaattgcaga
ctggecgggge
gccaaagccce
ggtgggtgte
tgatccaage
cctcecgeggg
gggcaccaca
gtgcagagac
tcggggagee
ccgtcggaga

tgaggagaag
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ccccegecect
ggcctggacg
cagcggcaag
tccacggggt
accccttatt
cctttgactg
ctgagacggg

gacgtcccgg

atagtgagat
ttaggtagcet
atagaacctt
ggtctagtgce
ttectgectgt
taattttttt
gtcatccacc
tgaaggggct
taggtcccta
tggggcgega
cgggtteteg
gccgcacagg
cacgaacatt
tggaacggcce
ggggtttctg
cccgagttca

ccgecgeget

tggggtagcet
ttctgtttcece
atggcggcca
tgggggggaa
ttttttgacg
tcgggagagg
aagggggggg

tttctatggg

cctgtctcaa
aaatatgaac
ctcgagtgca
tatggggcectt
aacgaattca
tttaaattta
ctgtcacagt
ggggaagcga
gaacgcagag
agccgcactg
cgccgaccetg
gtcacagcct
ccttgagegt
tggtatggaa
aggattatat
gtcgecegett

tggcgtaget

102

gagagacggg
ctggceegeg
agtggaagcce
gcaggccccce
ggttggggge
tcggtcggat
agtgggttgg

ctcataatgg

caaaaataaa
aaaagtatta
aggacaccaa
caggtcgaat
gattcatttt
ttaaactttg
gccagggage
gggctccaaa
gccaccgcece
cgcatgegcece
gtcgtgattg
ttccectece
gaccttgttg
gtccctaacce
aaggcgactc
ctctgtgagg

gagagacgga

gagggggccce
aggaaggcca
tgaggggata
gaggcagctg
cgtaggtgcece
tttcatccct
tggcggttga

gtggtgagga

ataatctaag
ggatgtgacc
gtgcaaacag
gccaactgtt
tcaaaactcg
tttegttece
tcagggatgg
gggaccccag
aggcccagac
gaggtccgcet
acaagtcaca
cacaaagccc
gctctagtca
gcatttccge
cgggegggte
actgctgceccg

gggggggcgce
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ggacacgagg ggcagcccgc ggcctggacg ttctgtttce gtggececcgeg ggaggcacgt

gaggataggc acggtgcacc cagcggcaag atggcggcca agtggaagcc tgaggggata

ggcgagcgge cctgaggcge tcgacggggt tgggggggaa gcaggcccge gaggcagctg

cagccgggaa cgtgcggcecca accccttatt ttttttgacg ggttgeggge cgtaggtgece

tccgaagtga gagcecgtgtg cgtgtgactg tcgggagagg tcggtcggat tttcatccega

tagttacaga cggaagtgcg actgaggcgg ggaggaggag agtcggttgg tggcggttga

acctggacta aggcgcacat gacgtcgegg tttctatggg ctcataatgg gtggtgaggt

cattcacct

<210> 88

<211> 2617

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia reguladora de la transcripcion

<400> 88
tttcaggcaa ccagagctac atagtgagat cctgtctcaa caaaaataaa ataatctaag 60
gcttcaaagg gttcaatctc ttaggtagect aaatatgaac aaaatttggg aaatgtgacc 120
ttttcettag tgacagtcag atagaacctt ctcgagtgca aggacaccaa gtgcaaacag 180
gctcaagaac agcctggaaa ggtctagtge tatggggcett caggtcgaat gccaactgtt 240
ttcaagaact gtgtggattt ttctgcctgt aacgaattca gattcatttt tcaaaactcg 300
gggagagttt tcccccttta taattttttt tttaaattta ttaaactttg tttegttceccce 360
cttgttttga gaattgcaga gtcatccacc ctgtcacagt gccagggagc tcagggatgg 420
gcccaggggce ctggcgggge tgaaggggct ggggaagcga gggctccaaa gggaccccag 480
tgtggcagga gccaaagccc taggtcccta gaacgcagag gccaccggga ccccccagac 540
ggggtaagcg ggtgggtgtce tggggcgcga agccgcactg cgcatgcecgec gaggtccget 600
ccggecgege tgatccaage cgggttctcecg cgecgacctg gtcecgtgattg acaagtcaca 660
cacgctgatce cctecegeggg gecgcacagg gtcacagecet ttceccecectece cacaaagece 720
cctactctect gggcaccaca cacgaacatt ccttgagegt gaccttgttg gectctagtca 780
ggcgecteeg gtgcagagac tggaacggece ttgggaagta gtccctaacc gecattteege 840
ggagggatcg tcgggagggce gtggcttctg aggattatat aaggcgactc cgggcgggtce 900
ttagctagtt ccgtcggaga cccgagttca gtcgeccgett ctectgtgagg actgetgecg 960
ccgececgetgg tgaggagaag ccgecgeget tggegtaget gagagacggg gagggggcegce 1020
ggacacgagg ggcagcccgce ggcectggacg ttetgtttee gtggeccgeg aggaaggcga 1080
ctgtcctgag gecggaggacce cagcggcaag atggcggcca agtggaagcec tgaggggata 1140
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ggcgagcggce
cagccgggaa
tccgaagtga
tgctaaagac
acctggacta
catttccectg
ttaggctctc
tgagttttgt
cctggaacte
gtgccaccag
ttttgggatg
gtgttctaac
atctctgcce
gtgcattggc
cttacttgat
tcagtgactg
aagccatgaa
gaccaggttc
tggttatgtt
tgtgtagett
gatctgcctg
aataccactc
agaaaagaaa
aactaaattg

tcattcctga

cctgaggege
cgtgcggceca
gagccgtggg
ggaagtgcga
aggcgcacat
actatagctt
cagagtgggc
ttettgtect
tagaccagaa
cccaggcttt
atgacttgtg
ccaagtttgt
tcccaacttg
tcagacctcg
acataagacc
cagtgtgaat
atgactttca
accatgccta
tttttgtttg
tggagcctat
cctctgecte
aataggtttc
tcttcagaca
gcatccattt

cctgtttttt
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tcgacggggt
accccttatt
cgtttgactg
ctgagacggg
gacgtcgegg
tcecctecagtt
aggaaccgga
atatggttta
ccectggecett
attattatgg
ggtcttcecet
tcttttgggg
agatctgcct
attttttttt
agacaggatc
ggggaccacg
gccactggta
ggtggctttg
tttttttaat
cctggcactt
ccgactgcetg
ttatttgaaa
gaagtcttca
cacagcaatc

gtttgtgtgt

tgggggggaa
ttttttgacg
tcgggagagg
aagggggggyg
tttctatggg
gtaggacagg
aatccagagg
gagagagact
tgccgaccca
tctgggattt
ccteceecett
gggtgggagg
gtcagaagtc
tttttattat
tgatttcctg
cttttctcca
ctgcaatatc
cttttgagac
tatttttggt
gctccggaga
ggattaaagt
tgtggtttta
gacagaaact
caactgttag

gtgacag

104

gcaggcccgce
ggttgecggge
tcggteggat
agtcggttgg
ctcataatgg
gtttgggccet
ggggaaaagt
cgctgcaaaa
catgattaga
ctgcgatttc
actgtttctg
gttgcgataa
tcagtgctga
tttgtaggaa
cctatgaatg
aactatgcag
cactcaccat
acggtttctce
ttttecgagac
ccaggctgge
aaagccattc
tgatttttat
agctgtagtt

taccatacca

gaggcagctg
cgtaggtgee
tttcatcegt
tggcggttga
gtggtgagga
cggccteggyg
gagcctaaat
ccgtggetgg
ttcaaggecet
atccctggtg
tccatggegt
aatgggatct
gaataaaggt
gtctgtagtc
gtagatcctc
atagccatga
ttattatatg
tgtgtagcct
agggtttctc
ctccaactca
tgcaaccctg
ttctggattt
tggctgtgtg

cgaatatttg

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2617
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REIVINDICACIONES

1. Método para la transcripcidon y/o expresiéon y, opcionalmente, la purificacién del transcrito y/o proteina o
polipéptido de interés producidos que comprende los pasos de:

a) proporcionar un constructo de acidos nucleicos que comprende un primer promotor, un segundo promotor y
una secuencia de nucleétidos de interés, en donde dichos primer promotor y segundo promotor estan
operativamente enlazados a dicha secuencia de nucleétidos de interés, y en donde dicho segundo promotor esté
flanqueado por una primera secuencia intrénica ubicada aguas arriba de dicho promotor y una segunda
secuencia intronica ubicada aguas abajo de dicho promotor; vy,

b) poner en contacto una célula con dicho constructo de acidos nucleicos para obtener una célula transformada;
Ys

c) permitir que dicha célula transformada produzca un transcrito de la secuencia de nucledtidos de interés y/o
exprese la proteina o el polipéptido de interés; y opcionalmente

d) purificar dicho transcrito y/o proteina o polipéptido de interés producidos.

2. Método segun la reivindicacion 1, en donde

- dicha primera secuencia intronica comprende al menos un sitio de empalme donador y en donde dicha segunda
secuencia intréonica comprende al menos un sitio de empalme aceptor, preferiblemente en donde dicha
secuencia que comprende dicho primer promotor y/o dicha primera secuencia intrénica tiene al menos un 50 %
de identidad con la SEC ID n.°: 1 0 2 en toda su longitud y/o

- en el que dicho segundo promotor tiene al menos un 50 % de identidad con la SEC ID n.%: 57 o 58 en toda su
longitud.

3. Método segun la reivindicacion 1 o 2, en el que dicho constructo de acidos nucleicos comprende ademas una
secuencia reguladora de la expresion adicional, en donde preferiblemente dicha secuencia reguladora de la
expresion adicional comprende o consta de un intron.

4. Constructo de acidos nucleicos tal como se define en el paso a) de la reivindicacion 1 o como se define en las
reivindicaciones 2 o 3, en donde la secuencia de nucledtidos de interés es opcional y preferiblemente donde
dicha secuencia de nucleétidos opcional codifica una proteina o un polipéptido de interés, y mas preferiblemente
dicha proteina o polipéptido de interés son una proteina o un polipéptido heterdlogos.

5. Vector de expresion que comprende un constructo de acidos nucleicos segun la reivindicacion 4.

6. Célula que comprende un constructo de acidos nucleicos segun la reivindicacion 4 y/o un vector de expresion
segun la reivindicacion 5.

7. Constructo de acidos nucleicos segun la reivindicacion 4 y/o un vector de expresion segun la reivindicacion 5
y/o una célula segun la reivindicacion 6 para usar como medicamento.

8. Uso in vitro de un constructo de acidos nucleicos segun la reivindicacién 4 y/o un vector de expresiéon segun la

reivindicacién 5 y/o una célula segun la reivindicacién 6 para la transcripcion y/o expresién de una secuencia de
nucleédtidos de interés.
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Fig. 1
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Fig. 2a
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Fig. 3
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Fig. 9
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Fig. 10a
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