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DESCRIPCION
Expresion de proteina biotecnolégica mejorada que usa un activador chef1 hibrido

Esta solicitud contiene, como parte separada de la descripcion, una lista de secuencias en forma legible por ordenador
(Nombre de archivo: 44744A_SeqListing.txt; Tamafio: 37.528 bytes; Creado: 11 de marzo de 2014).

Referencia cruzada con solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica el beneficio de prioridad de la solicitud de patente provisional de EE.UU. n® de serie
61/777.603, presentada el 12 de marzo de 2013.

Campo de la invencion

Esta invencion esta dirigida a vectores de expresion que comprenden una nueva combinacién de activador-
potenciador que aumenta la expresién de proteinas heterélogas y tiene aplicacion practica en el campo de la
produccion de proteinas biotecnolégicas.

Antecedentes de la invencion

El aumento de la expresién de proteinas biotecnolégicas mediante mejoras en la transcripcion, traduccion, plegamiento
y/o secrecién de proteinas es una prioridad fundamental para optimizar el rendimiento durante el desarrollo de la
estirpe celular. El sistema de expresion del factor 1-a de alargamiento de ovario de hamster chino (CHEF1) se ha
utilizado ampliamente para crear estirpes celulares clinicas para producir proteinas biotecnolédgicas. El gen del factor
1-a de alargamiento (EF-1a) se expresa mucho en la mayoria de los tipos de tejidos, y EF-1 es una de las proteinas
mas abundantes en las células humanas (Beck et al., Molecular Systems Biology 7: 549; 2011) Los vectores de
expresion CHEF1 consiguen una expresion de proteina biotecnoldgica de alto nivel en células de ovario de hamster
chino (CHO), asi como en células que no son de hamster.

La expresion de CHEF1 se coordina con el crecimiento de tal manera que los aumentos del valor se deben a una
mayor productividad volumétrica. Normalmente, la expresion de proteinas se inicia al principio en la fase exponencial
de crecimiento y disminuye durante la fase estacionaria y el descenso. El vinculo entre la expresion de proteinas y el
crecimiento celular es coherente con la regulacion del gen EF-1a natural, que se expresa constitutivamente para
funcionar en complejos de proteinas ribos6micas. Se ha documentado que la expresion de EF-1a aumenta en
transformada (Sanders et al., Nucleic Acids Research 20: 5907; 1992) y células estimuladas por mitégenos (Thomas
y Thomas, Journal of Cell Biology 103: 2137; 1986), coherente con la expresion constitutiva de EF-1a en células en
crecimiento activo. Ademas del control de la transcripcién en las células en crecimiento, el factor de crecimiento
insulina regula la traduccion de EF-1a a través de la region no traducida de ARNm 5' (5'UTR) (Hammond y Bowman,
Journal of Biological Chemistry 25: 17785; 1988; Proud y Denton, Biochemical Journal 328: 329; 1997) Este control
de la traduccién se consigue mediante la secuencia del Tracto de Polipirimidina (TOP) que se encuentra en el 5'UTR
(Mariottini y Amaldi, Molecular and Cellular Biology 10: 816; 1990).

Se ha demostrado que los sistemas de expresion CHEF1 son capaces de alcanzar niveles mas altos de expresion de
proteinas que los vectores que emplean otros activadores utilizados habitualmente, como los activadores de
citomegalovirus (CMV), EF-1a humano y el virus Simian 40 (SV40) (Running Deer and Allison, Biotechnology Progress
20: 880; 2004) El activador de CMV es uno de los activadores mas utilizados para la expresion de proteinas
biotecnoldgicas. Por ejemplo, el sistema de glutamina sintetasa (GS) utiliza un activador de CMV murino o humano
(Kalwy, S.,”Towards stroger gene expression — a promoter tale”, 192 reunién de la Sociedad Europea de Tecnologia
de Células Animales (ESACT), 2005). El plasmido pcDNA™ 3 de expresion comercial (Life Technologies Corp.,
Carlsbad, CA) lleva un activador de CMV procedente del gen principal inmediato-inicial (IE) (Registro en GenBank n®
K03104.1) descrito anteriormente (Boshart et al., Cell 1985; 4:521) Otro activador de CMV frecuentemente utilizado
procede de la cepa AD 169 de CMV humano (n? de registro en GenBank X17403.1), también conocido como virus del
herpes humano 5.

Los vectores que contienen ADN regulador CHEF1 producen una expresion mejorada de proteinas biotecnoldgicas
que es hasta 280 veces mayor que la de los plasmidos controlados por CMV (Running Deer y Allison, 2004). Se ha
conseguido una mayor expresion de una variedad de proteinas de interés, incluidas las proteinas segregadas y unidas
a la membrana, en diferentes estirpes celulares eucariotas, incluidas las células que no son de hamster, usando
vectores dirigidos por CHEF1. Las eficiencias de transfeccién entre los vectores CHEF1 y CMV son comparables, pero
los niveles de expresion en clones transfectados con vectores CHEF1 son generalmente uniformemente maés altos. El
documento WO2007/081336A1 describe un vector de expresion que comprende un primer elemento regulador, una
secuencia activadora, una secuencia principal, una secuencia de clonacion mdltiple, una sefal de poliadenilacion y un
segundo elemento regulador, en donde el primer y segundo elementos reguladores comprenden secuencias de un
factor-1 de elongacion de mamifero que puede ser factor de elongacion-1 humano, de hamster chino, gato o
chimpancé. La secuencia activadora puede comprender un activador de CMV.

A pesar del éxito demostrado de los vectores CHEF1 para impulsar la expresiéon de alto nivel de proteinas
biotecnoldgicas, contintia habiendo necesidad de desarrollar mejores sistemas de expresién.
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Compendio de la invencion

La descripcién proporciona un vector de expresidn para la expresion de alto nivel de proteinas biotecnoldgicas. El
vector de expresion comprende elementos de ADN reguladores de la transcripcion CHEF1 y un activador de CMV
segun la reivindicacioén 1.

En este documento se describe un vector de expresién que comprende ADN regulador de la transcripcion 5° CHEF1'.
El ADN regulador de la transcripcién 5° CHEF1 , expuesto en la presente memoria, comprende la SEC ID n% 1. El
ADN regulador de la transcripcién 5° CHEF1,expuesto en la presente memoria, puede comprender el ADN situado
entre la posicion 1 y la posicién 11.716 en la SEC ID n®: 1. EI ADN regulador de la transcripcion 5° CHEF1 puede
comprender el ADN situado entre las posiciones 10.744 y 11.716 en la SEC ID n% 1. EI ADN regulador de la
transcripcion 5' CHEF1 puede comprender la SEC ID n®: 2. EI ADN regulador de la transcripcion 5' CHEF1 puede
comprender el ADN situado entre la posiciéon 1y la posicion 4.057 en SEQ ID n%: 2.

Un vector de expresién, expuesto en la presente memoria, segun la descripcion comprende ademas el ADN regulador
de la transcripcion 3' CHEF1. EI ADN regulador de la transcripcién 3' CHEF1 puede comprender la SEC ID n®: 3. El
ADN regulador de la transcripcién 3' CHEF1 puede comprender el ADN situ.ado entre la posicion 1y la posicién 4.180
en la SEC ID n% 3. EI ADN regulador de la transcripcién 3' CHEF1 puede comprender el ADN situado entre la posicién
1 y la posicion 209 en la SEQ ID n% 3. EI ADN regulador de la transcripcion 3' CHEF1 'puede comprender
aproximadamente 4,2 kilobases.

El vector de expresidon segun la descripcion comprende ADN regulador de la transcripcion CHEF1 y un activador de
CMV. En diversas realizaciones, el vector de expresion comprende ADN regulador de la transcripcion CHEF1 y una
secuencia de AdTPL. En varios aspectos, el vector de expresion comprende ADN regulador de la transcripcion CHEF1,
un activador de CMV y una secuencia de AdTPL.

En el vector de expresion segun la descripcion, se inserta un activador de CMV y/o una secuencia de AdTPL en el
ADN regulador de la transcripcion 5° CHEF1. Debidamente, el vector de expresion puede comprender ADN dispuesto
enla SEQID n% 1, una o mas bases entre la posicion 1y la posicion 11.716 enla SEQ ID n®%: 1, se eliminan/reemplazan
con un activador de CMV y/o una secuencia AdTPL. Una o mas bases entre la posicion 10.512 y la posicion 11.716
en SEQ ID n% 1 pueden eliminarse y reemplazarse con un activador de CMV y/o secuencia AdTPL. Un vector de
expresion segun la descripcién comprende uno o mas de los polinucleétidos expuestos en SEQ ID n%: 6 y SEQ ID n:
7.

En diversas realizaciones, un vector de expresion segun la descripcion comprende ademdas un gen marcador
seleccionable. Un vector de expresién, expuesto en la presente memoria, segun la descripcién puede comprender
ademas un polinucleotido que codifica una proteina de interés que esta operativamente unida al ADN regulador de la
transcripcion 5° CHEF1, el ADN regulador de la transcripcién 3' CHEF1, el activador del CMV y/o la secuencia AdTPL.

La descripcion también proporciona células anfitrionas transformadas, transducidas o transfectadas con un vector de
expresion segun la invencién que comprende ADN regulador de la transcripcion CHEF1 y un activador de CMV y/o
una secuencia AdTPL segun la reivindicaciéon 1. En diversos aspectos, la célula anfitriona es una célula procariota o
eucariota. En varios aspectos, la célula anfitriona es una célula de hamster, y en diversas realizaciones, la célula
anfitriona es una célula de ovario de hamster chino (CHO). En varios aspectos, la célula anfitriona es una célula de
mamifero distinto del hamster. En diversas realizaciones, la célula anfitriona es una célula humana. El vector de
expresion de la descripcion que comprende ADN regulador de la transcripcion CHEF1 en combinacién con un
activador de CMV y/o una secuencia de AdTPL consigue un aumento sinérgico en la capacidad de expresion de
proteinas de las células anfitrionas.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra una cartografia del vector de expresion pDEF85 que comprende ADN regulador de la transcripcion
5'y 3' CHEF1 y un activador de CMV. El activador de CMV reemplaza 1.217 nucleétidos (desde la posicion 2.866 a la
posicion 4.083) del ADN 5’ CHEF1 en el vector pDEF38 para crear pDEF85. Los genes indicadores GP1 y MAb1 se
clonaron en las secuencias de clonacién Xhol - Xbal para hacer los vectores de expresion pDEF85-GP1 y pDEF85-
MAb1.

La figura 2 muestra una cartografia del vector de expresion pDEF86 que comprende ADN regulador de la transcripcion
5"y 3' CHEF1, un activador de CMV y una secuencia AdTPL. El activador de CMV y la secuencia AdTPL reemplazan
1.217 nucleétidos (desde la posicion 2.866 a la posicion 4.083) del ADN 5' CHEF1en el vector pDEF38 para crear
pDEF86. Los genes indicadores GP1 y MAb1 se clonaron en las secuencias de clonacion Xhol - Xbal para hacer los
vectores de expresion pDEF86-GP1 y pDEF86-MAb1.

La figura 3 muestra la viabilidad de las células anfitrionas CHO transfectadas con el vector pDEF38-GP1, pDEF85-
GP1 o pDEF86-GP1. Las células se recuperaron durante 2-3 dias en medios CD-CIM1 mas HT no seleccionados y
se volvieron a poner en suspension en medios de seleccién que carecian de HT (Paso 0). Las células se pasaron cada
2 a 3 dias a medida que lo permitia el nimero de células. El nimero de pasos se proporciona en el gje x, y el porcentaje
de viabilidad celular se muestra en el eje y.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 811 648 T3

La figura 4 muestra la viabilidad y productividad de las células anfitrionas CHO transfectadas con el vector pDEF38-
GP1, pDEF85-GP1 o pDEF86-GP1. Los grupos de transfeccion replicados se realizaron en modelos de produccion
de lotes alimentados 12 dias y se alimentaron con Feed C los dias 3,5y 7y CB los dias 0, 3, 5y 7 en medios de base
CD-CIM1. Las producciones se realizaron a 37°C y se cambiaron a 34°C el tercer dia. La densidad de células viables,
el porcentaje de viabilidad y la productividad se midieron los dias 3, 5, 7, 10 y 12. La figura 4A muestra la densidad de
células viables, con los dias mostrados en el eje x y la densidad de células viables, medida en 10° células por mililitro,
representada en el eje y. La figura 4B muestra el porcentaje de viabilidad, con los dias mostrados en el eje x y el
porcentaje de viabilidad celular representado en el eje y. La figura 4C muestra la productividad, con los dias mostrados
en el eje x y el valor de proteinas, en microgramos por mililitro, representados en el eje y.

La figura 5 muestra la productividad especifica de las células anfitrionas CHO transfectadas con el vector pDEF38-
GP1, pDEF85-GP1 o pDEF86-GP1. El area celular integrada (ICA), medida en millones de células por mililitro
multiplicada por el dia, se muestra en el eje x y el valor de proteina, medido en microgramos por mililitro, se representa
en el eje y. Los valores de productividad especifica se calcularon en picogramos de proteina por célula por dia como
promedio durante todo el cultivo celular.

La figura 6 muestra la productividad de las células anfitrionas CHO transfectadas con los vectores pDEF38-GP1,
pDEF85-GP1 o pDEF86-GP1 cultivados en medios enriquecidos con BF1. Los grupos de transfeccién replicados se
realizaron en modelos de produccion de lotes alimentados de 12 dias y alimentados con BF1 en medio base CD-CIM1
mas CB los dias 4, 6, 8, 10 y 12. Las producciones se realizaron a 37°C y se cambiaron a 34°C el dia 3. Las muestras
de valor se midieron los dias 5, 7, 10 y 12. Los dias se muestran en el eje x y el valor de proteina, medido en
microgramos por mililitro, se representa en el eje y.

La figura 7 muestra el crecimiento y la productividad de las células anfitrionas CHO transfectadas con el vector
pDEF38-MAb1, pDEF85-MAb1 o pDEF86-MAb1 cultivadas en medios enriquecidos con BF1. Los grupos de
transfeccion replicados se realizaron en modelos de produccion de lotes alimentados de 12 dias y se alimentaron con
BF1 en medio base CD-CIM1 méas CB los dias 4, 6, 8, 10 y 12. Las producciones se realizaron a 37°C y se cambiaron
a 32,5°C el dia 5. Las muestras de valores de anticuerpos se midieron los dias 7, 10, 12 y 14. La figura 7A muestra el
crecimiento, mostrandose los dias en el eje x y la densidad de células viables, medida en 105 células por mililitro,
representada en el eje y. La figura 7B muestra la productividad, mostrandose los dias en el eje x y los valores de
proteinas, medidos en microgramos por mililitro, representados en el eje y.

La figura 8 muestra el crecimiento y la productividad de las células anfitrionas CHO transfectadas con el vector
pDEF38-MAb1 o pDEF85-MAb1. Doce clones seleccionados al azar que expresan MAb1 después de la transfeccion
con pDEF38 o pDEF85 se realizaron en modelos de produccion de lotes alimentados de 12 dias y se alimentaron con
BF1 en medios de base CD-CIM1 mas CB los dias 4, 6, 8, 10 y 12. Se realizaron las producciones a 37°C y se
cambiaron a 32,5°C el dia 5. La densidad de células viables y el valor de anticuerpos se midieron los dias 4, 6, 11y
13. La figura 8A muestra el crecimiento de cada clon, mostrandose los dias en el eje x y la densidad de células viables,
medida en 105 células por mililitro, representada en el eje y. La figura 8B muestra la productividad de cada clon,
mostrandose los dias en el eje x y los valores de anticuerpos, medidos en microgramos por mililitro, representados en
el ejey.

La figura 9 muestra la productividad de las células anfitrionas CHO transfectadas con el vector pDEF38-GP1 o
pDEF85-GP1. Se seleccionaron ocho clones que expresaban GP1 después de la transfeccién con pDEF38-GP1 o
pDEF85-GP1 usando citometria de flujo y se realizaron en un modelo de produccién de lotes alimentados de 12 dias.
Los clones se alimentaron con BF1 en medio base CD-CIM1 méas CB los dias 4, 6, 8, 10 y 12. Las producciones se
realizaron a 37°C y se cambiaron a 32,5°C el dia 3. Los valores se midieron los dias 5, 7, 10, 12 y 14. La figura 9A
muestra la productividad de los clones transfectados con el vector pPDEF38-GP1 de CHEF1, mostrandose los dias en
el eje x y el valor de proteina, medido en microgramos por mililitro, representado en el eje y. La figura 9B muestra la
productividad de los clones transfectados con el vector pDEF85-GP1 del CHEF1-CMV, mostrandose los dias en el eje
x y el valor de proteina, medido en microgramos por mililitro, representado en el eje y.

Descripcion detallada de la invencion
La presente invencién se define mediante las reivindicaciones adjuntas.

La presente descripcién proporciona un vector de expresion que comprende una combinaciéon de elementos de ADN
reguladores para lograr una expresién proteica de alto nivel y una productividad mejorada en comparacion con los
vectores conocidos en el campo. La descripcion también proporciona una célula anfitriona transformada con un vector
de expresidn descrito en la presente memoria. El vector de expresion de la descripcion comprende ADN regulador de
la transcripcién CHEF1 combinado con un activador de CMV y/o una secuencia de AdTPL. El uso de elementos de
ADN reguladores de la transcripcion CHEF1 en un vector de expresion para lograr una expresion de alto nivel de
proteinas biotecnoldgicas se ha descrito anteriormente (Patente de EE.UU. n® 5.888.809; Running Deer y Allison,
2004) Se ha demostrado que la expresion de proteinas de los vectores dirigidos por CHEF1 es significativamente
mayor que la de los vectores controlados por el activador del CMV para una serie de proteinas diferentes y tipos de
células anfitrionas, y el aumento puede ser mayor de 250 veces (Running Deer y Allison, 2004) . La secuencia AdTPL
es una secuencia no codificante 5' de 200 nucleétidos que se encuentra en los ARNm viricos tardios que mejora su
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traduccion (Logan, PNAS 81: 3655; 1984).

Considerando la expresion de proteina mejorada obtenida usando vectores controlados por CHEF1, la adicion de
regiones de control distintas de CHEF1, tales como un activador de CMV o una secuencia de AdTPL, a un vector de
expresion de CHEF1 seria ilégica. La presencia de dichas regiones de control distintas de CHEF1 podria interrumpir
la accion cooperativa de cada uno de los elementos reguladores de la transcripcién CHEF1 y no cabria esperar que
actuara en concierto con el ADN regulador CHEF1 para producir una expresion de proteina mejorada. Sin embargo,
el vector de expresion de la presente descripcién, que comprende ADN regulador de la transcripcion CHEF1 y un
activador de CMV y/o una secuencia AdTPL, sorprendentemente produce un aumento de la expresion de proteina en
comparacioén con los vectores que comprenden solo regiones de control CHEF1.

Como se emplea en el presente documento, las siguientes definiciones pueden ser Utiles para ayudar al profesional
experto a comprender la descripcion:

La expresion "vector de expresion” se refiere a cualquier molécula utilizada para transferir informacion de codificacién
a una célula anfitriona. En varios aspectos, el vector de expresion es un acido nucleico, un plasmido, un césmido, un
virus o un cromosoma artificial.

La expresion "célula anfitriona" se refiere a una célula que ha sido transformada, transfectada o transducida por un
vector de expresion que lleva un gen de interés, que luego es expresado por la célula. Una célula anfitriona es, en
varios aspectos, una célula procariota o eucariota. En varios aspectos, la célula anfitriona es una célula bacteriana,
una célula protista, una célula fungica, una célula vegetal o una célula animal. La expresién también se refiere a la
descendencia de la célula madre anfitriona, independientemente de si la descendencia es idéntica en genotipo o
fenotipo a la madre, siempre que el gen de interés esté presente.

La expresion "activador de CMV" se refiere a secuencias de activador de CMV conocidas en la técnica. En varios
aspectos, el activador de CMV es de cualquier origen, incluyendo murino (mCMV) o humano (hCMV). En varios
aspectos, un hCMYV procede de cualquier cepa de CMV. En varios aspectos, la cepa de CMV es AD169, Davis, Toledo
o Towne. En diversas realizaciones de la descripcion, el activador de CMV contiene el polinucleétido expuesto en la
SEC ID n%: 4.

La expresién "secuencia de AdTPL" se refiere a la secuencia no codificante 5' de aproximadamente 200 nucle6tidos
presente en los ARNm viricos tardios de adenovirus humano que se conoce en la técnica. En diversas realizaciones,
la secuencia de AdTPL contiene el polinucleétido expuesto en la SEQ ID n®: 5.

La expresion "ADN regulador de la transcripcion CHEF1" se refiere a secuencias no codificantes que contienen
elementos reguladores que actian en cis capaces de controlar la transcripcién del gen CHEF 1, tal como la regién
activadora y elementos tales como potenciadores, aislantes y regiones de unién a la estructura/matriz.

La expresion "ADN regulador de la transcripcion CHEF1 5™ se refiere al ADN, cuando esta en la naturaleza, esta
situado en 5', es decir, aguas arriba, del coddn de iniciacion en el gen CHEF1 en el genoma del hamster chino.

La expresiéon "ADN regulador de la transcripcion CHEF1 3™ se refiere al ADN, cuando en la naturaleza, esta situado
en 3', es decir, aguas abajo, del coddn de terminacién en el gen CHEF1 en el genoma del hamster chino.

Los términos "aproximadamente" y "alrededor de" se refieren a cantidades que estan dentro del intervalo cercano de
una cantidad de referencia. Con respecto a los polinucledtidos, una secuencia que es o esta
aproximadamente/alrededor de una longitud especificada esta dentro del 5% de la longitud citada.

En varios aspectos, un vector de expresion segun la descripcion comprende ADN regulador de la transcripcion CHEF1
y un activador de CMV y/o una secuencia de AdTPL. En varios aspectos, el ADN regulador de la transcripcién CHEF1
comprende ADN regulador de la transcripcion CHEF1 5' y/o ADN regulador de la transcripcion CHEF1 3.

El ADN regulador de la transcripcion CHEF1 5' expuesto en la presente memoria, comprende el polinucleétido
expuesto en la SEQ ID n®: 1. La descripcién también proporciona ADN regulador de la transcripcion CHEF1 5' que es
al menos 99%, al menos 98%, al menos 97%, a al menos 96%, al menos 95%, al menos 94%, al menos 93%, al
menos 92%, al menos 91%, al menos 90%, al menos 85%, al menos 80%, al menos 75% o al menos un 70% idéntico
al polinucleétido expuesto en la SEQ ID n®: 1. EI ADN regulador de la transcripcién CHEF1 5' expuesto en la presente
memoria, comprende el ADN situado entre la posicion 1y la posiciéon 11.716 de la SEQ ID n®: 1, es decir, una porcion
de la SEQ ID n?: 1. La descripcién también proporciona ADN regulador de la transcripcion CHEF1 5' que es al menos
99%, al menos 98%, al menos 97%, al menos 96%, al menos 95%, al menos 94%, al menos 93%, al menos 92%, al
menos 91%, al menos 90%, al menos 85%, al menos 80%, al menos 75% o al menos 70% idéntico al ADN situado
entre la posicion 1 y la posicion 11.716 en la SEQ ID n®% 1. El ADN regulador de la transcripcion CHEF1 5' puede
comprender ADN situado entre la posicion 10.744 y la posicién 11.716 en la SEC ID n®% 1. La descripcion también
proporciona ADN regulador de la transcripcion CHEF1 5' que es al menos 99%, al menos 98%, al menos 97%, al
menos 96 %, al menos 95%, al menos 94%, al menos 93%, al menos 92%, al menos 91%, al menos 90%, al menos
85%, al menos 80%, al menos 75% o al menos 70 % idéntico al ADN situado entre la posicion 10.744 y la posicién
11.716 en la SEQ ID n®: 1. Como se expuso en la presente memoria, el ADN regulador de la transcripcién CHEF1 &'
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puede comprender el polinucleétido expuesto en la SEC ID n%: 2. Como se expuso en la presente memoria también
proporciona ADN regulador de la transcripcion 5' CHEF1que es al menos 99%, al menos 98%, al menos 97%, al
menos 96%, al menos 95%, al menos 94%, al menos 93%, al menos 92%, al menos 91%, al menos 90%, al menos
85%, al menos 80%, al menos 75% o al menos 70% idénticos al polinucledtido expuesto en la SEQ ID n®: 2. Como se
expuso en la presente memoria, el ADN regulador de la transcripcion CHEF1 5' puede comprender ADN situado entre
la posicion 1y la posicién 4.057 de la SEC ID n% 2, es decir, una porcion de la SEC ID n%: 2. La descripcidén también
proporciona ADN regulador de la transcripcion CHEF1 5" ADN que es al menos 99%, al menos 98%, al menos 97%,
al menos 96%, al menos 95%, al menos 94%, al menos 93%, al menos 92%, al menos 91%, al menos 90%, al menos
85%, al menos 80%, al menos 75% o al menos 70% idénticos al ADN situado entre la posicion 1 y la posicién 4.057
de la SEQ ID n%: 2.

Como se expuso en la presente memoria, el vector de expresion ademas puede comprender ADN regulador de la
transcripcion 3' CHEF1. EI ADN regulador de la transcripcion 3' CHEF1 puede comprender el polinucleétido expuesto
en la SEC ID n% 3. ElI ADN regulador de la transcripcion 3' CHEF1 expuesto en la presente memoria, puede ser al
menos 99%, al menos 98%, al menos 97%, al menos 96 %, al menos 95%, al menos 94%, al menos 93%, al menos
92%, al menos 91%, al menos 90%, al menos 85%, al menos 80%, al menos 75% o al menos 70 % idéntico al
polinucledtido expuesto en la SEQ ID n®: 3. EI ADN regulador de la transcripcion 3' CHEF1 puede comprender el ADN
situado entre la posicion 1 y la posicién 4.180 en la SEQ ID n® 3, es decir, una porcion de la SEQ ID n% 3. La
descripcion también proporciona ADN regulador de la transcripcion 3' CHEF1 que es al menos 99%, al menos 98%,
al menos 97%, al menos 96%, al menos 95%, al menos 94%, al menos 93%, al menos 92% , al menos el 91%, al
menos el 90%, al menos el 85%, al menos el 80%, al menos el 75% o al menos el 70% idéntico al ADN situado entre
la posicion 1 y la posicién 4.180 en SEQ ID n% 3, es decir, un porcién de SEQ ID n% 3. EI ADN regulador de la
transcripcion 3' CHEF1 puede comprender ADN situado entre la posicion 1 y la posicién 209 en la SEQ ID n®: 3. El
ADN regulador de la transcripcion 3' HEF expuesto en la presente memoria, puede ser al menos 99%, al menos 98%,
al menos 97%, al menos 96% , al menos 95%, al menos 94%, al menos 93%, al menos 92%, al menos 91%, al menos
90%, al menos 85%, al menos 80%, al menos 75% o0 al menos 70% idéntico al ADN situado entre la posicion 1y la
posicion 209 en SEQ ID n% 3. ElI ADN regulador de la transcripcion 3' CHEF1 puede comprender aproximadamente
4,2 kilobases.

El vector de expresién expuesto en la presente memoria puede comprender elementos de ADN regulador de la
transcripcion CHEF1 y un activador de CMV. El activador de CMV expuesto en la presente memoria, puede
comprender el polinucleétido expuesto en la SEQ ID n?: 4. La descripcién también proporciona un activador de CMV
que es al menos 99%, al menos 98%, al menos 97%, al menos 96%, al menos 95%, al menos 94%, al menos 93%, al
menos 92%, al menos 91%, al menos 90%, al menos 85%, al menos 80%, al menos 75% o al menos 70% idéntico al
polinucledtido expuesto en la SEQ ID n®: 4. En varios aspectos, el vector de expresion que comprende ADN regulador
de la transcripcion 5° CHEF1 y un activador de CMV comprende el polinucleétido expuesto en la SEQ ID n®: 6. La
descripcion también proporciona un vector que comprende ADN regulador de la transcripcién 5 CHEF1 y un activador
de CMV idéntico al polinuclettido expuesto en la SEQ ID n®: 6. El vector de expresion expuesto en la presente
memoria, comprende ADN regulador de la transcripcion CHEF1 y una secuencia AdTPL. En varios aspectos, la
secuencia AdTPL comprende el polinucleétido expuesto en la SEC ID n®: 5. El vector de expresion expuesto en la
presente memoria, comprende ADN regulador de la transcripcion 5 CHEF1, un activador de CMV y una secuencia
AdTPL. El vector de expresion expuesto en la presente memoria, comprende ADN regulador de la transcripcion 5°
CHEF1, un activador de CMV, y una secuencia de AdTPL comprende el polinucleétido expuesto en la SEC ID n%: 7.
La descripcion también expone un vector que comprende ADN regulador de la transcripcion 5' CHEF1, un activador
de CMV, y una secuencia de AdTPL que es al menos 99%, al menos 98%, al menos 97%, al menos 96% o al menos
95% idéntica al polinucleétido expuesto en la SEQ ID n%: 7.

Se inserta un activador de CMV y/o una secuencia de AdTPL en el ADN regulador de la transcripcion 5' CHEF1 en un
plasmido de expresion segun la descripcion. Un vector de expresion expuesto en la presente memoria comprende
ADN expuesto en la SEQ ID n?% 1, en donde una o mas bases entre la posicion 1 y la posicién 11.716 de la SEQ ID
n?: 1 se eliminan y reemplazan por un activador de CMV y/o una secuencia de AdTPL. La regién proximal del activador
5’ CHEF1 se reemplaza por un activador de CMV y/o una secuencia de AdTPL. Por ejemplo y sin limitacién, una o
mas bases entre la posicion 10.512 y la posicion 11.716 de la SEC ID N2 1 se eliminan y se reemplazan por un
activador de CMV, una secuencia de AdTPL o un activador de CMV y una secuencia de AdTPL.

El vector de expresion segun la descripcion comprende ademas un polinucleé6tido que codifica una proteina de interés.
El polinucleotido puede estar operativamente unido al ADN regulador de la transcripcién 5 CHEF1, el ADN regulador
de la transcripcion 3' CHEF1, el activador de CMV y/o la secuencia de AdTPL. El vector de expresion es Util para
cualquier proteina y se espera que proporcione una expresion de proteina mayor que CHEF1 o CMV solo. En varios
aspectos, el vector de expresion comprende ademas un gen marcador seleccionable para la identificacion de células
transformadas. Los ejemplos de genes marcadores seleccionables adecuados incluyen, pero no se limitan a,
neomicina fosfotransferasa (npt Il), higromicina fosfotransferasa (hpt), dihidrofolato reductasa (dhfr), zeocina,
fleomicina, gen de resistencia a bleomicina (ble), gentamicina acetiltransferasa, estreptmicin fosfotransferasa forma
mutante de acetolactato sintasa (als), bromoxinil nitrilasa, fosfinotricin acetil transferasa (bar), enolpiruvilshikimato-3-
fosfato (EPSP) sintasa (aro A), molécula del receptor de tirosina cinasa especifica de musculo (MuSK-R), superéxido
de cobre-zinc dismutasa (sod1), metalotioneinas (cupl, MT1), beta-lactamasa (BLA), puromicin N-acetil-transferasa
(pac), blasticidin acetil transferasa (bls), blasticidin desaminasa (bsr), histidinol deshidrogenasa (HDH), N-succinil-5-
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aminoimidazol-4-carboxamida ribotida (SAICAR) sintetasa (ade1), argininosuccinato liasa (arg4), beta-isopropilmalato
deshidrogenasa (leu2), invertasa (suc2), orotidina-5'-fosfato (OMP) descarboxilasa (ura3) y ortdlogos de cualquiera
de los anteriores.

La descripcién también proporciona células anfitrionas transformadas, transducidas o transfectadas con un vector de
expresion de la invencién que comprende ADN regulador de la transcripcién CHEF1 y un activador de CMV y/o una
secuencia de AdTPL. En varios aspectos, la célula anfitriona es una célula procariota o eucariota. En varios aspectos,
la célula anfitriona es una célula de hamster. En varios aspectos, la célula de hamster es una célula CHO. En diversas
realizaciones, la célula anfitriona es una célula de mamifero destinto de hamster, y en diversos aspectos, la célula es
una célula humana.

Un plasmido de expresion segun la descripcion se describe con mas detalle en el siguiente ejemplo. El ejemplo sirve
solo para ilustrar la invencién y no pretende limitar el alcance de la invencién de ninguna manera.

Ejemplo

Secuencia génica y vectores de expresion - Los fragmentos de ADN que codifican el activador de CMV (SEQ ID n%:
4) y el activador de CMV-AdTPL (SEQ ID n?: 5) se sintetizaron quimicamente y se clonaron en pDEF38, un vector de
expresion CHEF1 descrito previamente (Running Deer y Allison, 2004), creando el vector activador CHEF1-CMV
denominado pDEF85 (figura 1) y el vector activador CHEF1-CMV-AdTPL denominado pDEF86 (figura 2). Los vectores
derivados que expresan una fusion de glucoproteina-Fc (GP1) y un anticuerpo IgG1 (MAb1) se crearon utilizando
técnicas habituales de biologia molecular (Maniatis et al., J. Molecular Cloning: A Laboratory Manual. Cold Spring
Harbor Laboratory. 545, 1982) y se denominaron pDEF38-GP1, pDEF85-GP1, pDEF86-GP1, pDEF38-MADb1,
pDEF85-MAb1 y pDEF86-MAD1.

Construccion de estirpe celular - Los vectores de expresion pDEF38-GP1, pDEF85-GP1, pDEF86-GP1, pDEF38-
MAb1, pDEF85-MAb1 y pDEF86-MAb1 se transfectaron individualmente en células CHO DG44 mediante métodos
habituales de electroporacién, se cultivaron durante dos dias en medios no seleccionados que contienen hipoxantina
y timidina (HT), y a continuacion se seleccionaron durante aproximadamente dos semanas en medios que carecen de
HT. Las poblaciones de células seleccionadas, o grupos de transfeccion, se expandieron y se dividieron en cultivos
modelo de produccién para evaluar la productividad y también se dividieron simultineamente en cultivos para la
clonacion de células individuales.

Modelos de produccion - Se realizaron modelos de produccion de lotes alimentados a pequefia escala para evaluar la
productividad del cultivo (valor) siguiendo los procesos habituales de fabricacion de productos biolégicos. Los cultivos
se inocularon a densidades de siembra de 0,5 millones de células por mililitro en matraces de agitacion de medios
quimicamente definidos (CD-CIM1, CMC Biologics, Bothell, WA) que carecen de HT. Los cultivos se realizaron durante
3 a 5 dias a 37°C y luego se cambiaron a temperaturas mas bajas (30°C a 34°C) para ralentizar el crecimiento y
favorecer la produccién. Los cultivos se alimentaron con los complementos Balanced Feed 1 (BF1, CMC Biologics),
Efficient Feed C (Feed C, Life Technologies, Grand Island, NY) o Cell Boost (CB, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA) para prolongar la salud del cultivo. Las muestras para el valor y las densidades celulares se recogieron los dias
3,5,7,10, 12, 14 y 16. El estudio se concluyo del dia 12 al 16. Los sobrenadantes de la cosecha se filtraron a través
de filtros de 0,2 micrémetros y luego se analizaron para determinar la produccién de GP1 o MAb1 por cromatografia
liquida de alta resolucién (HPLC) de Proteina A.

Clonacion de estirpes celulares - Grupos de transfeccion seleccionados que expresan GP1 y MAb1 se diluyeron para
sembrar células aisladas en cada uno de los pocillos de placas de 96 pocillos. Se tomaron imagenes de las placas
desde la inoculacion hasta dos semanas para identificar estirpes celulares monoclonales que se originan a partir de
células aisladas. Los pocillos que contenian colonias monoclonales se expandieron y se eligieron al azar o se
seleccionaron usando citometria de flujo para identificar células muy expresadas de cada grupo de transfeccion. Las
estirpes celulares se expandieron para crecer en cultivo en suspension y se dividieron en cultivos modelo de
produccion para evaluar la productividad.

Citometria de flujo - El andlisis de clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS) se realiz6 con células
de crecimiento normal del dia 2 que se cosecharon y se tifieron con anticuerpo fluorescente anti-IgG1 Fc (RPE) para
detectar la expresion biotecnoldgica de GP1 y MAb1.

Resultados y exposicion

Las estirpes celulares estables que expresan la proteina indicadora GP1 o MAb1 se hicieron usando los vectores de
expresion pDEF38, pDEF85 y pDEF86 usando métodos habituales de seleccién DHFRr. Los grupos de transfeccion
se seleccionaron en medios que carecian de hipoxantina y timidina (HT) sin usar metotrexato. Las viabilidades
celulares disminuyeron en los medios que carecian de HT y luego se recuperaron a medida que las células con
vectores DHFR crecieron en la poblacion. Los cultivos de transfeccion disminuyeron inicialmente desde
aproximadamente 10% a aproximadamente 30% de viabilidad y luego alcanzaron mas de 90% de viabilidad alrededor
del dia 12 (Paso 6). El crecimiento de células transfectadas con un vector CHEF1-CMV (pDEF85-GP1) o un vector
CHEF1-CMV-AdTPL (pDEF86-GP1) en comparaciéon con las células transfectadas con un solo vector CHEF1
(pDEF38-GP1) mostr6 una recuperacion similar para los montajes que expresan GP1, con un crecimiento constante
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de alta viabilidad después del periodo de recuperacién (figura 3). Se obtuvieron resultados similares para estirpes
celulares que expresan anticuerpos (datos no mostrados).

Se colocaron grupos de transfeccién directamente en modelos de produccién o se avanz6 en la clonacion de células
aisladas y luego las estirpes celulares clonales se compararon en modelos de produccion. La figura 4 demuestra que
el crecimiento del modelo de produccion del matraz en agitacion alimentado por lotes era comparable para los grupos
que expresan GP1 (figura 4A); sin embargo, la expresion de proteinas (valor) en la cosecha, normalmente de 12 a 16
dias desde la inoculacién, fue significativamente diferente. Los valores de cosecha del dia 12 para los vectores de
expresion CHEF1-CMV o CHEF1-CMV-AdTPL (pDEF85 y pDEF86) fueron mucho mayores que para el vector CHEF1
estandar (pDEF38) (figura 4C). La cantidad de proteina GP1 biotecnoldgica producida a partir de transfectantes
agrupados en matraces en agitacion alimentados por lotes de los vectores CHEF1-CMV o CHEF1-CMV-AdTPL fue
aproximadamente el doble del vector CHEF1 estandar. El crecimiento de los grupos CHEF1-CMV y CHEF1-CMV-
AdTPL alcanz6 su punto maximo un poco antes y mostré una disminucion més rapida de la viabilidad (figura 4B). No
estaba previsto que la caida de la viabilidad mejorara la expresion y, en cambio, podria ser perjudicial. Experimentos
posteriores demostraron que mejorar la viabilidad final aumentaba el valor para los cultivos CHEF1-CMV.

El aumento en el valor observado con los vectores CHEF1-CMV y CHEF1-CMV-AdTPL fue el resultado de una mayor
productividad especifica, como se ve en la figura 5. La productividad especifica se calcul6 en picogramos de proteina
por célula por dia en promedio durante toda la duracién del cultivo. Hubo una ligera diferencia de expresion entre los
montajes CHEF1-CMV (pDEF85) y CHEF1-CMV-AdTPL (pDEF86), lo que indica una posible ventaja de la adicion de
la secuencia AdTPL con respecto a la productividad especifica. Las productividades especificas en picogramos por
célula por dia (PCD) se muestran en la Tabla 1. La productividad especifica lograda usando los vectores CHEF1-CMV
o CHEF1-CMV-AdTPL fue mas de dos veces mayor que la productividad especifica del vector CHEF1.

Tahla 1
Productividad especifica
Vector | Activador PCD
pDEF38 CHEF1 2.4
PDEF8S |  CHEF1-CMV &/
pDEFE6 | CHEF1-CMV-AdTPL 74

Se confirmo6 la expresiéon mejorada con los vectores CHEF1-CMV y CHEF1-CMV-AdTPL usando diferentes proteinas
indicadoras y diversas condiciones de produccion de lotes alimentados. Las células cultivadas en medios de base CD-
CIM1 enriquecidos con CB que fueron alimentados con un complemento patentado BF1 los dias 4, 6, 8, 10y 12
demostraron caracteristicas de productividad de GP1 similares en comparacién con las células enriquecidas con
medios comerciales (Feed C). La figura 6 muestra que los cultivos del vector CHEF1-CMV y CHEF1-CMV-AdTPL
habian aumentado los valores de GP1 sobre el vector CHEF1 de referencia en el proceso BF1.

La produccion de anticuerpos (MAb1) que utiliza los vectores CHEF1-CMV y CHEF1-CMV-AdTPL se prob6 también
en el proceso BF1. Los grupos de transfeccion de MAb1 se crearon con la misma metodologia que los grupos GP1y,
una vez recuperados completamente de la seleccién, se introdujeron en modelos de produccién con matraces en
agitacion alimentados por lotes. Como se muestra en la figura 7, los grupos CHEF1-CMV y CHEF1-CMV-AdTPL MAb1
produjeron anticuerpos de valores mayores que las referencias pDEF38 después del dia 12. La curva de productividad
en los grupos de transfeccion que expresan anticuerpos fue novedosa en comparacién con la produccion de
glucoproteinas porque la productividad de anticuerpos aumentd drasticamente a medida que las células entraban en
la fase estacionaria. Se observé un valor inicial menor (Dia 7) para los grupos de MAb1 CHEF1-CMV y CHEF1-CMV-
AdTPL en comparacién con el grupo de MAb1 CHEF1 a medida que los cultivos celulares crecian activamente, seguido
de rapidos aumentos en la productividad para los cultivos de CHEF1-CMV y CHEF1 -CMV-AdTPL a medida que el
crecimiento se desaceleré y finalmente disminuy6 después del dia 10 (figura 7B). Aun cuando la densidad de células
viables disminuy6 (figura 7A), la productividad aumenté hasta el dia 14 en los grupos CHEF1-CMV y CHEF1-CMV-
AdTPL, mientras que comenz6 a disminuir en el grupo CHEF1, aunque las viabilidades terminales por ciento del dia
14 fueron similares para todos los cultivos (aproximadamente 80% viable, datos no mostrados).

Se desarrollaron cultivos clonales a partir de grupos de transfeccion que expresan tanto a GP1 como a MAb1. Las
estirpes celulares monoclonales se identificaron mediante imagenes de placas de dilucién reducida y luego se
expandieron en cultivo en suspension. Se seleccionaron al azar doce cultivos clonales de MAb1 de cada uno de los
grupos de transfeccion pDEF38-MAb1 y pDEF85-MAb1 y se realizaron en modelos de produccién en matraces
agitados alimentados por lotes. La produccién de anticuerpos del activador de CHEF1 clonal (o DEF38-MAb1) coincidid
con las curvas del grupo de transfeccién, mostrando una mayor expresion que los clones pDEF85-MAb1 durante la
fase de crecimiento y luego una produccién més lenta a medida que los cultivos entraron en la fase estacionaria (figura
8B). La produccion de anticuerpos a partir de los clones del vector CHEF1-CMV (pDEF85-MAb1) parecia muy similar
a la del grupo de transfeccién, en donde la mayoria de la expresién de anticuerpos se produjo después del dia 6
después de que el crecimiento exponencial se ralentiz6 y las células pasaron a la fase estacionaria (figura 8A).
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Se seleccionaron estirpes celulares clonales que expresan GP1 usando un andlisis basado en FACS para detectar la
expresion de GP1 al principio en el desarrollo. Mas de 100 clones de cada uno de los grupos de transfeccion pDEF38-
GP1 y pDEF85-GP1 se seleccionaron y clasificaron por fluorescencia media FACS. Los ocho principales cultivos que
expresan GP1, basados en el andlisis FACS de cada conjunto, se examinaron ademas en modelos de produccién
alimentados por lotes usando medios de base CD-CIM1 y alimentaciones BF1 (figura 9). Los valores promedio y las
productividades especificas, mostradas en la tabla 2 y la tabla 3, indicaron que la expresion del activador de CHEF1-
CMV (pDEF85-GP1) era mucho mayor que la del activador de CHEF1 solo (pDEF38-GP1) y fue impulsada por un
aumento en productividad especifica

Tabla 2

Valor medio de glucoproteinas

pDEF38-GP1 | pDEF85-GP1
Dia 12 760 (n=8) 1159 (n=8}
Dia 14 735 (n=8) 1456 (n=8)

Tabla 3
Productividad especifica
_PDEF38-GP1 | pDEF85-GP1
Promedio| 64 (n=8) 15,0 {n=8)
Intervalo 27a136 1062201

Como se demostrd en el ejemplo anterior, los nuevos vectores de expresion CHEF1-CMV y CHEF1-CMV-AdTPL
aumentaron la expresion tanto de la glucoproteina como del anticuerpo en grupos estables de transfeccion de células
CHO. Las estirpes celulares clonales estables procedian de los grupos CHEF1-CMV y CHEF1-CMV-AdTPL también
mostraron una expresién de proteina mejorada en comparacion con el grupo de activadores de CHEF1. El aumento
de la expresion en las estirpes celulares clonales CHEF1-CMV y CHEF1-CMV-AdTPL produjo una mayor
productividad especifica en comparacion con el activador de CHEF1, lo que indica que la combinacion del ADN
regulador de la transcripcion CHEF1 con un activador de CMV aument6 la capacidad de expresion celular y no solo
mejord el rendimiento del crecimiento. El patron de expresién de los montajes CHEF1-CMV diferia del activador
CHEF1 solo, y la expresion maxima se produjo mas tarde, durante la fase estacionaria del crecimiento celular, lo que
indica que la regulacion por parte del activador CHEF1-CMV era diferente a la del CHEF1 solo y poseia caracteristicas
Unicas de produccion de proteinas biotecnoldgicas. La expresion temporal retardada de la proteina de CHEF1-CMV
en comparacién con CHEF1 solo es prueba de que los elementos reguladores combinados alteran la expresién
dependiente del crecimiento de CHEF1, presentando asi un mecanismo novedoso para controlar la produccion de
proteinas CHEF1. La expresion de alto nivel lograda a partir de una combinacién de CHEF1 y CMV es inesperada
considerando los descubrimientos anteriores en donde el activador de CHEF1 super6 al activador de CMV (Running
Deer y Allison, 2004). Conseguir una mayor productividad especifica, combinada con el cambio temporal observado
en la expresion, es beneficioso porque las condiciones de alimentacion del cultivo pueden optimizarse para el
crecimiento y produccion bifasicos en los procesos de fabricacién biolégica. Un vector de expresion segun la
descripcion que comprende ADN regulador de la transcripcion CHEF1 y un activador de CMV y/o una secuencia de
AdTPL, por lo tanto, proporciona una opciéon mejorada para lograr un alto valor y productividad en los sistemas de
expresion de proteinas biotecnoloégicas.

Listado de secuencias
<110> CMC Icos Biologics
Clarke, et al.

<120> EXPRESION MEJORADA DE PROTEINA BIOTECNOLOGICA EMPLEANDO UN ACTIVADOR HiBRIDO DE
CHEF1

<130> 31351/44744A

<140> 61/777,603
<141>12-03-2013

<160>7
<170> Patentln version 3.5

<210> 1
<211> 11716
<212> ADN



<213> Cricetulus griseus

<400> 1

ctagaagata
tgetettcag
tggatgccat
ttgactgaaa
gatctgcagt
ttttgggggg
ttcctececett
toecttectte
ttgtgtattg
actatgtaga
gaatgagatt
tgcttaaaat
tgtaagecat
taattttttg
aaagagacac
ttaaactgtg
cctgtocata
aggattgtac
aaaacacttt

atccacttce

tatttgaaat
cctegtggge
tgagcattta
ttaagtcaat
ggctcacagg
ggctggttag
ccctteecett
cttteotttet
ctgtgtttta
ccatgctgge
gaatgtatgc
gcaatgtaaa
catgeccage
cctgtgtgta
tcggaattgg
tectcaagaa
ttttcaaata
agaataattt
tttttaaaac

cttecattttt

ctttactatt
tetgatactt
ttattctagt
taaggaaatg
tgacagacac
tttggagttt
cccttectte
ttetttottt
gacaggatct
ctcagattca
accatgaccyg
ccttcagcat
ttgtcactgg
tgtctgtgca
agttgtatta
aagcagctag
gaataattga
gtctgeaatg
taaactaaaa

ctatatttte
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ttgttttctyg
ttecteacat
ccagacacag
aggcaataat
acaaattgac
tgtttattes
cttecettect
ctttetttot
cactatgtag
cagacacctg
atcaggtttt
taggctectg
tettaaagat
caccatgcat
gattgtgage
toctettaac
actgaaagta
tcattttaat
ttatetttga

agtacegggg

aaatcacagyg
ataaagctag
tcagcaaaag
gtatgacagt
gtggggggag
ttecetteect
tccttecttce
ttettteottt
tcctggetgg
tctactettyg
gectgttgttte
ggttctagga
atttatttat
gcctggtgac
cgctetgtgg
tgcttageca
cctetetgac
aaattctgea
tacttttete

attaaatacce
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acaggggcett
ttatttttgg
ctgctatatg
acaggtaaag
aagcaccttt
cettecttte
cttccttcect
cttteotgttt
cctggaactt
cttttttgag
tagccaggcet
ttatagtagg
tttatgtgta
cgtggagcta
gtgctggaaa
tetetetage
tattggttte
tacttattgg
tatecatcaat

aaggttottt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

860

1020

1080

1140

1200



taaatactag
ggtttgatga
ctttcctaga
acctgectet
gattcttgat
taacacccag
tcaaccaact
gcagatggta
gataaatgac
gactgtttat
aatcceagea
ctacaagage
cccccccaaa
ttegtagtgg
tctctgagtg
aggtgatagt
actttttttt
agcctatect
gcctctgect
acttttaaat
gaaggcagag
cagctagggc
aatttataat
aacatacaaa
aacaattgta
aataaggagc
aagtctgaac
tagttteoatt
cccteoceecce
tgtattttat
tataaactat

gacagaaagc

attttagcta
tcecectggtt
actcacagtyg
gecottetgag
tctttgagag
ctgagacctg
ctggaaagtt
ctagaaaaac
atttaaccac
gttgctttta
ctegggagge
gagttccagg
aaaaagaatt
tggtggcaca
tttaaggaca
tcactgtaca
gtttgtttgg
ggcactcget
tccgagttet
gtttataatt
gcaggcctgt
tattacacag
taaaaagata
ttgagagtag
caatgtcact
catctgcottt
aaaggcaagt
atgccagacc
aaaaaaaaga
tattttgtgt
tgtggcegtat

tggggattgy

tgactgtace
cttgttgttg
tagaccagta
tgetgggact
tctgttatta
gttttoteote
cectttggeag
agcaacaact
agagcacaag
aaagacatgt
agaggcaggt
acagccteca
aggggaactg
tgcectttaat
acctgggtta
acctctgaca
tttttegaga
ctggagacca
gggattaaag
gecaggtggt
gagtttgagg
agaaactctg
cgaatgagtt
tetttectea
ttatgtcatg
gtagattcge
gtagecettgg
ccatectgaat
ttgacaagat
aaaaatagca

ccactgatec

ctggtetygy
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tcatacaaaa
tttgaggtty
tgaacttgaa
aaaggtgtga
gaaaaagatg
atgacatatg
caggaatagc
aaaaaagata
tgtgtgtgac
aatttcggga
ggatectetgt
aagccataga
attatgttge
cccagcactt
tatagtgaga
attatttagt
cagagacagg
gggtggcctc
gcgtacgeca
gategtgeat
ccagcctggt
tttcaaacaa
tttctggact
gaagtectat
gcatattgga
ttgagagatc
cecectaatta
tetaattett
gcagtaaatg
atacttcaca
aggcaaaggce

ctecectgatg

cctettgtea
ttgtttgage
ctcacagtga
accaacattg
ctctaagaat
caaagtttgg
ttgctaattg
ccatactteg
aagattttag
tggtggtgge
gagttegaga
gaaacecctgt
tttttaaaag
gggtggcaaa
atctgttctg
atgttttcat
gtttetetgt
gaactcacag
ccaacgeocy
gattttaate
ataaagggct
acaaacagaa
gactcaaaat
aggcacatgt
actgtgaggt
tacaactgce
tcaggcteca
tgctagaceceo
aaaacagtac
aaagaatgca
ctgaagaaaa

gagaagctge
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gcetgteaaga
cetgeectygy
gcgtecacee
caggcaggag
ttaactataa
gtgttttttt
atataaggaa
aaagaaaaaa
aattaagggt
acacgcecettt
ccagettggt
cteaacatce
acatgtaact
ggcaggcaga
tcttttaaaa
attaccagtt
gtagetttgg
agatecegect
gctaccagtt
ccagaactty
agttccagga
aaacaacaac
aatgtcataa
cttoectaget
agacgctaag
agttgtcttg
gaaatactge
cgatagagte
ggtgatatgc
tatgettatg
gatagacaca

agcaaccaga

1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1820
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
23940
3000
3060

3120



aagctegtgt
caagaagaca
taggaactct
aagctttggt
teocaggaaag
goetecaggget
ggtagtgaga
cgatttttag
tatgactetg
tttctatata
tgctgggatt
attttatgtg
tggtgttaca
ggaagagcag
tgaaataccc
ggccagaagt
cagttacatg
gtgagaatct
atccagctct
ggtgcagecag
accagectga
ttgagacagg
tctteaacte
tgtgtgtgtg
aaagtcagtt
caggggagga
tgcttttaat
tocctecaggt
tggaggggty
ggtggtaage

gaggggatgg

gtttattcta
gagtttacag
ctctctgtag
ggacattttt
atttgctate
tectotgete
ctgcattata
ttggattate
totetottte
gaacaagttg
aaagtcctgt
tatatatgtc
gacagttgtg
ccagtgeccet
aaagtcactt
tttggtgttt
agaagaggga
ggaagtaagg
ataaaatcct
gactatatte
ctatgtagtg
gtttcttggt
atagagataa
tgtgtgtgtg
tttagcactg
ggagccaaaa
gaatccctat
gtcttectgea
gcctgggcca
aggtgcactg

gaaaggtggg

aagagctgaa
tatacagctg
gggagaattc
tttttttttt
tttgcttaca
ccaacgctaa
gactgcaaat
agttcaaaac
ggtggtttgt
gccttgaact
gccaccactt
tgcttatatg
agctgcaatg
taactgttga
tggtcttgca
aaggccaatt
agaaagcagg
ccttgtgtag
tttcaaaatc
ccagtattta
aggaaatcat
gtagtcttgg
cacctacaat
tgtgtgtgtg
attttagtaa
tgaagtaagg
ataaccagtc
gactgaggac
cctecattctt
gegacaagga

gaggggatgg
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tagggaggcg
gaccaaggag
tctaggctat
aactctgtea
tggecectgoe
tgottgeaac
tttaagagac
attatttaat
tttgttttta
cacagagagc
cctggectaa
tetgtgtgaa
tgggtgctgg
gcocateocte
ctcctgtaat
ttggttactt
gagaaggaga
ccagaacagc
tgagtaagta
agaagttgtt
tttetttttg
ctgtcectgga
gectcectgag
tgtgtgtgtg
aaagceatacqg
ttgcactcta
ttttegaage
acacgaaact
gggagaacag
gacgettega

gaggggtggyg

ggttactcag
acaggtgtag
aaatatgagg
acacttggac
tatgtcatca
ttotgeatet
ggcottcecac
tgectectee
tatagggttg
cacctgecte
tcctactett
agtgtcagat
ggattgaacc
cagtectect
tccagcacct
agggagtteca
gaggttaaga
tctttacage
cggtgagtcet
tggaagagcc
ttgttgttgt
ctctctgtag
ggctggtgtg
tgtgtagata
gaatctgetg
aatgccggtt
aaagcacttg
gaccttaggt
azatggctct
ceocaccege

gaggggaggyg
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tacagagaaa
ctaatctgag
gtggagtcaa
tcagtattee
ataaacattc
ctaaaatgtt
acaggtgggc
cctetetgte
gactatgtag
tgcctccaaa
ttatttattt
cccctggaac
tgaatcttct
aatcctacte
aggggctgga
aggtecagetce
atatgaaaat
tgagctgecat
gagtgagcac
cctgttcaaa
tctgttttgt
acagggctgg
tgtgtgtgtg
tagtctcaac
taacatgaag
gcacaaaaca
aaccttteoca
ggggggcggg
cggtgaggca
gggggaaagyg

gaggggagyyg

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



gaggggaggyg
cctygcecaaga
tgggctaaaa
aatcceagee
gtcttgtgtg
tataaagtgt
tcgggaggag
ataatatgag
gctgaggcaa
caaagcaggyg
tatgtgaaac
gatacaatge
acagtaataa
caattttgta
taggcaaaag
atagtttett
ttgcattagg
cttacaggta
acagttcecce
ctgyggaatty
gcccttattt
aggccaggcet
ctttggaggc
aagaccggtt
cttttttaat
caggtgcctt
ctctggaaga
ttgttetttt
ttctectgtag
caggattgta
tagaatcate

tttcagtact

gaggggaggyg
gctcaggetyg
ggtatctaca
attatectaac
atttttecttt
atgctcteat
tgattcaact
ctgtacctgg
gaccatctca
tgcgaaaccce
tgcctcaaaa
tggcttageca
cagtaacagt
tcaatttgtg
cttaagacat
aaagaaatgc
tccatatatt
tgtatgtgea
aggaactgaa
aacctgyggte
ttacataggc
agcctcgaac
cagagacatc
aaataaatge
tatatgtagg
gggaggccca
acagcaagtg
tgtttttttg
accaggetgy
cagaatcatt
tttgatgett

ggggattaaa

gactgegggg
tggccagtgt
cttaaacacg
ttaaggatea
ttctttctga
tetttaatat
tttggatatt
tgacacaggce
agctgggcaa
acagttgaaa
ttcaagggac
tgtgcaagga
ggcgaaaata
acttaattat
atttcaatca
aacactggac
ttaaaaatta
ccatgcccat
gttacagaag
cteggeaaaa
tctctctatg
tcatagagat
aggttcccca
tcttaaggge
tgtgttatat
aggtgttgga
ctetteacea
agacaggctt
cctcaaattg
ctgcatactt
ttetttttea

tatcaagact
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ccteeccaace
ctaccagaaa
agactcacga
cottaagtta
tatcttagat
ctaagaaaag
tcettttctge
gtgtecagetg
tttagcaaga
tegtageact
taaaatattt
cctaggttca
aacggctgaa
atttagaatg
ggaaaagtac
atacacacaa
gattcactca
actttgtact
gttggagggt
goetgetetta
tagtcctgac
cctteotgect
gaaaatggga
tggttectet
gtctgcactg
tccccaagaa
ctgagccecatt
tctetgtgta
aactgaaagc
cttggaaatt
ctaatatecta

ctctttaagg

cceccgaageg
tacgtaaaca
tttcacttte
ggttacttag
agcatcctce
acctacattc
ctttetttot
coccgggatge
ccctgtetca
tagtaagaaa
tttaactgeca
gtctecacta
tctcatttet
ttggattttt
ttttcatcag
acacacctct
ttttatttta
caggaaggtec
tttgagcecat
actgcetgage
tgttttagaa
ctgcttectg
actgaacttg
ctcocageoct
tagatttgtg
ctgggagcetg
teoteocagece
goecttggetg
atatctctaa
acctttttet
ctgtaattkt

attagatttt
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gaagtggcte
ttgagtctce
tggtatagaa
aaactaagga
atatggegtt
taggatagcet
tagcataacc
tgecegggat
aaacacaaag
agggctagge
ctagaataca
tcaaacaaca
gtttcaagag
tttttaaceca
ctgtggaaat
ataagacagt
aaagtgttte
aggagaaggc
cacatgggtt
catatcteca
cttgatatgt
agtgggttac
tatgttcagc
tatttttatt
ccaaggaatg
atcttectgee
tgtcetttta
tecotggatet
tcattagttt
tttttttaac
teccecattte

agccttgatt

5040
5100
5160
5220
52380
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
€060
6120
6180
€240
€300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
€780
6840

€900



ctggacctea
agtcgcagtt
ctgtattaac
cgggggaatc
gctatatgag
ggcacacdgac
aggccagtct
atgtctegaa
aggccagacca
gttctaggecc
acaaataggg
agttcagttc
gagacctgac
gcaggcaaaa
ttggtcttte
atttgecatt
ctgtgaatga
agagaaacct
taaaccatta
actactacta
cecagtgttte
tttcgtatat
ttaacgactg
agggtaatgt
ttgatetett
atatatactt
gcaaacaaag
ctectgtaata
agcattggga
gtttgaggec

tttetttttt

tataaaactt
gctagagtge
accatgcatg
agaaatccaa
gctetgtete
tttaatceca
ggtctccaga
aaaccaaaaa
cccaagettyg
agccagggcet
ctggagagat
ccagcgocca
accctgacct
catccacaca
ttgaatcttce
cttgttgeca
ggccagectg
tgaaaaaaaa
gaagcacaac
taatacacta
caaggaaata
ttcttacaat
gctgagaacc
ggccattata
aacacccetee
ttagggaaac
ccagaaacct
taggaattag
agtagaggta
accctgaact

tggtttetet

tcaaaagete
ttgcctagea
gagatgaatg
ggttatecte
aagaaaacaa
gceacttggga
gtaagtgecca
aagaaagaaa
ggaggcagag
gcatagtaaa
ggatcaacag
gatcaggcag
ctgaggacac
tataaaacaa
aatccctcag
ggtgtggtga
gtctacaaag
aagataatat
actgttaagt
atatagetgt
aatgaaagca
ttctcttgtt
ctagaaaatc
gaaaaggctt
ttgaccagaa
gtagttctgg
cctgataaat
gagaaaagaa
gaagattaga
acatcaggtt

gtgtagtttt
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aaccttcagt
tttgtgaage
cctgtatcct
agttacataa
actagccagg
ggcagagaca
ggataggctc
gaaaacaaac
tcaagaggat
atccctcaga
ttaagagcac
cacacaacat
caggcacaca
aaaattaaaa
gttatgaaat
tgattegggg
tgagtcccag
gtactgttgt
acggaaaata
gggaaactag
gagagattag
acaaataggc
tctgtgaaaa
ttgtgtgect
aaagcttetg
attctttggt
gagaaaacct
acctgtgtgg
aatcaaaggc
ctgtetectt

ggagcctate

gttcaggact
gtgggttggg
cagcacttga
tgagtttgag
tggttgtttg
ggocgatote
caaagctaca
azacaaatag
ttctgaggece
aaacaaacaa
ttggttectet
toctgtagtag
cgttgtgcat
ccaataaaac
aatcatttat
aagcagaage
gacagtcagg
attaccccaa
atatctagtyg
ttccaaagat
ttetattget
actagggtat
agggatttgt
tgcatgcata
tggatagaaa
tacaattaac
gcttgtagaa
tggggcacgt
cagccteage
tetttttttt

ctggeactag
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gaagaagact
ttcctcagca
gaggtagagy
gtcagectag
tttgattaaa
tgtgagtteca
cagagaaacc
aacagaacaa
agcatagtaa
gtaacacaca
tgcagaggac
ctagctccag
agaaacagat
tectaaactt
gcagtcaaaa
aggcagatct
cctgttacac
tatataaggc
tggtacagtt
gaattactaa
agtgtttecat
caagataatt
gaaatgagag
gaccctgtgt
atgattagtt
agaattaagt
ggttgtaagy
ctgtaatecece
aacacagtga
ttttttttet

ctctgaagag

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760



caggctggece
caacgceooea
cagtggtcac
ggttgaggga
acagcatgtg
cagtttgggt
tgctttcaac
tgtggagtet
agtaggtect
gcagtgatgt
aatactctaa
ccteggttee
cattaagaaa
atttaaaact
ggctagggec
gcggatctct
gctaaagaga
ttatgatect
agaagctctg
ggectcetaaa
caaataactg
aatccttttt
attattctga
ggcgctggat
accgagctga
cgcgggggac
acacceggat
cgoocctottg
aaggagggat
teccageoocg

atcgegggte

gagcggggge

tegaactecag
ggttttgtet
aggcattctc
agagaactga
cattcacaca
tgtgaaaact
tcatccoaaa
tgteoeggaag
caaatgctce
tgtacatctg
ggctaaaaat
atctccacaa
caaaacaaca
ggccagggece
ggcatggtgg
gtgagtttga
ctgtctcaaa
tggaactgta
atttcacaag
tgagaccacy
tacccaaata
tagcttaaga
acggaactcc
ggaatgaacc
gcccttaggt
aagcagggga
ctegacacag
gccagtecteo
cgecttegec
gaaccgetgt
ggegggagag

ccgggageca

agatcagcca
caaacaaaca
tgcaaagcct
ctectggaag
cactaaataa
agaactagat
atttgtttta
caaatagtte
ttattaggtt
gaggagatct
gtagettagt
cecccatatte
aagaagtttt
azaaaaaaaa
cgcacgectt
ggtcagcectg
aacaaaacag
ggaatgacaa
tgtecagggat
tggagttgat
cacacacaca
agcccagaat
cagggcgtga
aagaggccag
tctggggetg
tggcggggct

cottggeagt

accgeocccac
cetgggaatce
gaccgeccag

cacaagccca

gegeggggcea
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gcctetgetg
aaaataacat
gactctgagt
gtgteoctetg
tgctattttt
aataggtaag
tatttcagtt
ctttgcagat
ggttcaataa
cttgagccea
gataagagtg
cattacaaaa
tctttettct
aaaaaaaaag
taatcccage
gtctacctag
ccacacaatc
gcatttaaat
gggctctggg
tagattektt
cacacacaca
cagaagtaaa
agcgcgcettce
cacaggggca
ggaagggtcc
gacgtcggga
ggagtcagga
ccccegatgga
ccagggaccg
cgeggceggga
cagteccecegg

aactgggaaa

ggattaaagg
caggaggtyy
tggatccttt
gtecccacac
aaazaaatta
aatcaagtat
tttttectte
coccacatgtg
tatcaattgt
taatcaggtt
cttgectggt
taccttttea
gagatcctge
aaaaaaaaga
acgcaggagyg
tgagtttcag
agaaccacag
aataggacga
cgagtaagat
tcatgttect
cacaatgcgc
gctaactgtg
aggcttccag
gatcegtega
ctaggattgt
ggtggecctce
agggtaggac
gocgagagta
tcgectaaatt
ggagectgcg
cggtggggga

gtggtgtogt

15

tatgcaccac
tgagagggct
agagctacat
atagetatac
aaaacaacaa
catgtaaatt
ctagcttgac
gacaccggac
ttgttactag
attaggaata
gtgctgagac
ccgtecctag
ccggagagge
aaagaaaaca
cagaggecagg
ggcacccagg
caaaacgcag
geeatttttg
tgctaatget
cgtygetetat
gcacacacaa
ggacttaagt
agaagcagct
gectcteggece
gcacctcteoe
acgggaaggg
agattectgga
attcatacaa
ctggeeggee
cctagggegg
ggggcegeget

gtgctggcte

8820
8880
859540
8000
9060
9120
9180
9240
5300
9360
9420
%480
$540
9600
9660
8720
8780
9840
9300
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620

10680



cgecctctte
ctttttcgea
ccegggetcece
tctgcgageg
gcggeggecce
cocgegtgeca
ggecccgggec
gtegggeagg
atgtccgacg
gttttagatg
gtggcttage
atggcegcete
agcggggcgg
ttectgtgac
accgctggece
ggtgggtgga
attttgagtt
gaactttttt

<210>2
<211> 4057
<212> ADN

ccgagggtgy
acgggtttge
ctcectttgag
ttcecegeect
cggagccteg
ccgeggecga
aacaaaggga
gagageoggea
ccgoctggac
cegggtteag
tccgaggagg
ccgggecctg
gtgagtcace
cecgtggtgt
tcegetgggg
gactgtagcc
tggagcgaag

tttaag

<213> Cricetulus griseus

<400> 2
gtgcatagaa

taaaactoct
atttatgcecag
agaagcaggc
gtcaggcctg
ccccaatata
ctagtgtggt
aaagatgaat
attgctagtg

gggtatcaag

acagatgcag
aaacttttgg
teaaaaattt
agatctctgt
ttacacagag
taaggctaaa
acagttacta
tactaaccag
tttecatttte

ataattttaa

gggagaacdg
cgtcagaacg
cggggtcgga
ggatggeggg
cetegtgteg
goetttgetgt
gggegtggag
gcagtegggy
gggtagcgge
gtggececegg
gcgageoege
tagcaaggag
cacacaaagg
aceggecogca
gaggggatct
aggccagecct

ctgattgaca

gcaaaacatc
tatttettga
gocattettg
gaatgaggce
aaaccttgaa
ccattagaag
ctactataat
tgttteccaag
gtatatttct

cgactggetg
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tataaaagtg
caggtgagtyg
ccgecegtgeg
ctgtgcggga
ggcgtgagge
ctgcecogget
ctggetggta
gggggaccgyg
ctgtgtcctg
gtecoggecoe
cogeoeeggea
ctcaaaatgg
aagagggect
cttcagtcac
gtctaatgge
ggccatggaa

aagctgctta

cacacatata
atettecaate
ttgecaggtg
agecctggtcet
aaaaaaaaga
cacaacactg
acactaatat
gaaataaatg
tacaatttot

agaaccctag

cggtagtcge
gcgggtgtgg
ggtgtcgteg
gggcgagggg
ctagegtgge
gcectegatt
gggagcceccy
gccogecegt
ataaggcggc
ggtctggeca
ccagttgegt
aggacgcgge
tgccectege
cccgggoeget
gttggagttt
gtaattcttg

gccgttcaaa

aaacaaaaaa
cctecaggtta
tggtgatgat
acaaagtgag
taatatgtac
ttaagtacgg
agctgtggga
aaagcagaga
cttgttacaa

aaaatctctg
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gttggacgtt
ccteccgeggg
gcegggette
gggaggectg
tteoegeeeceg
gectgeoege
tagtcegeat
ccogeoageac
cgggcggtgg
gtacccegta
gcgcggaaag
agcccggegg
cggeegetge
cttteggage
gctcacattt
gaatttgcce

ggtattcttc

ttaaaaccaa
tgaaataatc
teggggaage
tocccaggaca
tgttgtatta
aaaataatat
aactagttcce
gattagttct
ataggcacta

tgaaaaaggyg

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11716

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



atttgtgaaa
tgcatagacc
tagaaaatga
attaacagaa
gtagaaggtt
goeacgtotgt
ctcagcaaca
tttttttttt
cactagectct
taaaggtatg
aggtggtgag
tocctttagag
ccacacatag
aaattaaaaa
aagtatcatg
tectteoctag
catgtggaca
aattgtttgt
caggttatta
cctggtgtge
ttttcacegt
tcctgcecegg
aaaagaaaag
aggaggcaga
tttecagggea
ccacagcaaa
ggacgagcca
taagattgct
gttcctegtg
atgegegeac

actgtgggac

tgagagaggg
ctgtgtttga
ttagttatat
ttaagtgcaa
gtaaggetcet
aatcccagcea
cagtgagttt
ttttetttte
gaagagcagg
caccaccaac
agggctcagt
ctacatggtt
ctatacacag
caacaacagt
taaatttgcet
cttgactgtg
ccggacagta
tactaggcag
ggaataaata
tgagacccte
ccctageatt
agaggcattt
aaaacaggcet
ggeagggcgyg
cccagggeta
acgcagttat
tttttgagaa
aatgctggec
ctctatcaaa
acacaaaatce

ttaagtatta

taatgtggee
tctecttaaca
atacttttag
acaaagccag
gtaatatagg
ttgggaagta
gaggccacce
tttttttggt
ctggeoctcga
gccccaggtt
ggtcacaggce
gagggaagag
catgtgecatt
ttgggttgtyg
ttcaackcat
gagtcttgte
ggtcctcaaa
tgatgttgta
ctctaaggcet
ggttccatct
aagaaacaaa
aaaactggcc
agggccggca
atctctgtga
aagagactgt
gatccttgga
gotectgattt
tctaaatgag
taactgtace
cttttttage

ttctgaacgg
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attatagaaa
cccteecttga
ggaaacgtag
aaacctcctg
aattaggaga
gaggtagaag
tgaactacat
ttctetgtgt
actcagagat
ttgtctcaaa
attctectgea
aactgactcc
cacacacact
aaaactagaa
cccaaaattt
cggaagcaaa
tgctecttat
catctggagg
aaaaatgtag
ccacaaccocc
acaacaaaga
agggccaaaa
tggtggcgea
gtttgaggte
ctcaaaaaca
actgtaggaa
cacaagtgtce
accacgtgga
caaatacaca
ttaagaagece

aactoecagyg

aggcttttgt
ccagaaaaag
ttctggattc
ataaatgaga
aaagaaacct
attagaaatc
caggttetgt
agttttggag
cagccagect
caaacaaaaa
aagcctgact
tggaaggtgt
azataatgct
ctagataata
gttttatatt
tagttcettt
taggttggtt
agatctcttg
cttagtgata
atattccatt
agtttttett
aaaaaaaaaa
cgoctttaat
agcctggtet
aaacagccac
tgacaagcat
agggatggge
gttgattaga
cacacacaca
cagaatcaga

gcgtgaageg

17

gtgecttgea
cttctgtgga
tttggttaca
aaacctgett
gtgtggtggg
aaaggccage
cteoetttett
cctatectgg
ctgetgggat
taacatcagg
ctgagttgga
cctctggtec
atttttaaaa
ggtaagaatce
tcagtttttt
gcagatccca
caataatatc
agcccataat
agagtgcttyg
acaaaatacc
tecttetgaga
aaaaagaaaa
cccageacyge
acctagtgag
acaatcagaa
ttaaataata
tetgggegay
ttetttteat
cacacacaca
agtaaagcta

cgcttecagge

660

720

780

840

900

260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1580

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460



ttccagagaa
cgtcgagcete
gattgtgcac
ggccteocacg
gtagggacag
gccgagagta
tcogetaaatt
ggagcctgeg
cggtggggga
gtggtgtcgt
cggtagtcgce
gegggtgtgg
ggtgtegtcg
gggcgagggg
ctagcgtggce
gooctegatt
gggagccocccg
gcccgeecegt
ataaggcgge
ggtctggcca
accagttgeg
gaggacgcgg
ttgocoecteg
cccogggege
cgttggagtt
agtaattctt
agecgttcaa

<210> 3
<211> 4180
<212> ADN

gcagctggcy
tcggccaceg
ctctccegeg
ggaagggaca
attctggacg
attcatacaa
ctggeeggec
cctagggcgg
ggggcgcget
gtgctggetc
gttggacgtt
cctecgeggyg
geegggettoe
gggaggcctg
ttccgeceeccy
gectgoecege
tagtccgcat
cccgeagceac
cgggcggtgy
gtacccegta
tgcgcggaaa
cagcccggeg
ceggooegetyg
tettteggag
tgctcacatt
ggaatttgec

aggtattctt

<213> Homo sapiens

<400> 3
tccatttaag

tttaatagtg

ctggatggaa
agctgagcecce
ggggacaagc
cacggatete
cectettgge
aaggagggat
teocecageecg
atcgegggte
gagegggggce
cgccctctte
ctttttcgca
ceegggetee
tectgegageg
gcggeggeco
ccgegtgeca
ggcccgggcece
gtcgggcagyg
atgtccgacg
gttttagatg
gtggcttage
gatggeceget
gagcggggcg
cttectgtga
cacecgetgge
tggtgggtag
cattttgagt

cgaacttttt

aaagactggt
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tgaaccaaga
ttaggttctyg
agggggatgg
gacacagcct
cagctectcea
cgecttageo
gaacegetgt
ggcgggagag
cagggageca
ccgaggytay
acgggtttge
ctectttgag
ttccegecet
cggagecteg
cocgogygecygc
aacaaaggga
gagagcggcea
ccgecetggac
cogggtteag
tcegaggagyg
cocegggecct
ggtgagtcac
ceccgtggtyg
ctecgetggy
agactgtage
ttggagcgaa

ttttaag

ggccagcaca
gggctgggaa
cggggctgac
tggcagtgga
ccgoeccace
cctgggaate
geccgeccag
cacaagccca
gcgeggggea
gggagaacgyg
cgtcagaacg
cggggtcggy
ggatggceggg
cctegtgteg
gctttgetgt
gggcgtggag
gcagtcgggyg
gggtagcgge
gtggceeegy
gcgaggcccg
gtagcaagga
ccacacaaag
taceggecge
ggaggygatce
caggccagec

getgattgac

ggggcagatc
gggtccectag
gtcgggaggt
gtcaggaagyg
cccgactgga
ccagggaccg
cgcggcggga
cagtceccgg
aactgggaaa
tataaaagtg
caggtgagtg
cegecgtgeg
ctgtgcggga
ggcgtgaggce
ctgcccgget
ctggetggta
gggggaccgg

ctgtgtcctg

gtecaggece
cocgeccgge
gctcaaaatg
gaagagggcce
acttcagtca
tgtctaatgy
tggcecatgga

aaagctgett

taatgataac aatgcatcgg aaaaccttca

18

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2540

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3560

4020

4057

60



ggaggaaagg
ttttcaaaat
gagacccatt
ctaagtgett
ttcatcagga
tcttgaaggt
catctgggtg
tecatacagtt
ttttagaact
ttagagttta
ttetgtaget
agaaaaggta
tgctttagtg
gcaccttgtg
cttggtaatc
gttggttgag
ttgaaatacc
ttatcecattc
gtttgtcagt
gagtcattge
aggatatgga
gcactttaaa
cctcaaggtt
cagtcecttta
aagtctagct
cagacacgta
gtaccaggca
aggtattctt
tgtcatgget
gectggettg
attagaagac

aattgaactc

agaatgtttt
cagtactttt
aaaatacaag
agettageaa
cccagagctg
tetggttggag
agttcagttg
agtgtattgt
agttttcagg
aactgaaagt
tgtaatggta
gaaggtgaga
catatagtac
gtttetggga
tgcagggtgt
ttggtagatg
tgggccataa
tatagtgecat
ataaatggat
ctgatcetgec
aaaatttgtc
agcttagcat
tgcatgtaaa
gtgttgaaaa
gattacgtgt
aaatggaatt
caaacgtgte
aacattaaaa
gtcctggage
gacacttttt
ggcaccagat

aggacctctg

gtggaacatt
taatggaaac
tttaatgaga
ggtatgtgga
agtttcaagg
acaaattagg
atttgtcttg
tagtgaatat
aaagggttca
gctcaagagg
tcaggaattt
ttagggggact
aactgccaga
attcagaatt
ttatttagca
tcattacaac
gcaaagtggce
gettgttcaa
gggttgtagg
tggaaagggyg
acgcctagca
agaggagcat
taaaagccct
acagaaggga
ttggttgcea
tgggattcac
tataaactac
cattatggge
tagttgtgta
tattatgtat

cteoctaatgg

gaagagcagt
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tttgtgtgtg
aacttgacca
agtectgtecte
tgeccatttg
gctcaagaga
aatgtttttg
agcetttggg
taatatatga
tcttgtgcat
ttttatttag
aaaaggecat
ttgagtactt
taagggcatc
gggagaaaaa
ggagataagg
aggtggtectt
attttcacect
ttgggctgat
cagacggtga
caggattgag
ttcaacttag
gtgtgttagg
ttaccaaatt
aagctaatat
gtgtgactag
aacactctag
acaaaacgaa
attttaaaaa
gaccaggctg
acaacattet
atggttgtga

gcetecttaace

tggecagtttt
aaaatectgte
tgttaatgct
tgttecaagg
tggcttatta
gcagacatgg
gtttacacaa
ggcaggettt
tggatgtttg
gctgggatat
ctggggcaca
cacacacttt
cacatctgat
tgctceccaac
acaaaaagtt
aaattgggtt
ttcaggagaa
gactaaaccg
ggaattacta
tatcagaacy
tggtgtagcg
agctcggatg
aactacatac
atatagtget
tctggagttg
tatgagggac
ggaatttaca
aagctttgac
ggctgaaate
gcetteocatgt
gocaccatgt

tctgageocat

19

aagttattag
acagaatttt
gaagtcatta
gattggactg
cctgtgggtg
tgactacctt
gtaaatgaca
gctctagcaa
attctatcac
aaataagect
aagattaage
aatgtgtgag
tgtttggaag
cgctgaagee
atagtgtgga
aggagtcact
actggtacac
gtgactaaag
tacctgcaag
tgtacaccat
ccacctactg
ggatccaggy
cagcatacat
tgotttattt
aatttgtcct
ctaatggect
ggaattagga
aggatttett
ttgtctgect
atatctgeac
ggttgetggg

ctccageece

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920

1980



agcttgggea
aagggctttt
gtgcaggttt
tgtttaaaaa
aagtagaaga
gagaaggcta
gaaattttct
ctectectea
ttgtgattaa
gaattttttt
caccaccaca
gagcagggtt
tgagctcaga
ctgectgget
agaagggtgg
atgaagactg
gagcctatcce
tgcctetgaa
ttttttaaag
ttetatgtat
caccaagtgg
cctctgageco
gagactgagt
tttacatggg
agtgaggtea
tgactgaaga
tgcatgtgtt
tecttgacagg
tttgtttecece
ttgcaaatec
cccatgattt
ttttectecagt
taaatagtga
cageageaag
ttgecctgeag
ctttggatece

ttgaaaccaa

catttttaat
ggctaccgag
gggagtccag
aaaaataagt
acataggoca
tgoectacact
ttgggggtaa
ttecotttttg
gcctgagaac
gggatggggg
acctggectct
tctctgtatt
ttagcctgtce
acaaagacat
ttggtgttgg
cattactgee
tggtaactcg
tgctggtatt
attttttttt
atctgcacac
ttgetgggaa
atctctccag
tggctatata
gtgtttttgt
tgttttatet
agtccagttt
ttagatgatg
agtgaacagt
ctaagaattc
taggtgetec
gecaagtetet
accaattttg
ggttatctec
tttaaggtte
gaatatctgt
tctggacttg

gtectetgga

ggctgggaaa
agtaggattt
catcttagaa
gggtaaagtg
atgeotctata
actotecagee
gctatttaac
ttttttaaga
agttacgatt
tecaggectce
tgaaatactt
agccetgget
teotgectect
tttttttttt
cacatactcc
gecceotecct
ctetgtagac
aagggcaggc
ttttttttac
tagaagaggg
ttgaacteag
cccctaaaaa
aacaaggctyg
ctetggagge
actettetga
atgagaacaa
acccagtcac
gtcttatagg
acttttccta
cttacccagt
gggaacttcce
aagaaaaaat
agaaggeccta
ateocattttt
accacatgct
aattacagat

agaacagcaa
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tcaaaccece
aaggttattc
aatgcagtga
ctgctgagee
ttaaaagcat
accgeagegt
ctagtgcctt
atttcagteca
atgagecctat
ctgcctececea
ttctacattt
ctoctggaac
aaattctggg
cttaaattta
aagcactcag
ggtaaggget
caggctggee
accaccaaca
agaataaaca
cacccgatet
aacctetgga
tggctecttga
gcacatagca
aggaggatca
attgagaact
gggtggaaac
ttgggaatta
tcctatatga
acctggttca
attgettatg

atgacaacct

attttgcaaa atagctgtat ggatgggtac
tgaagaatta aggttgagtt cagttgagtt
gtacagtgtt ttecctattac ggtaagtgtt
tgcectggtac ctatatcgge cagaagaggg

gggtattage caccatttag gtgctgggaa

gtgatogagt

taggcecttet
ggagctgcag
agccaagcetg
tgatgaccaa
gggtcatttt
gtttaaatta
ggcaggtata
ggctecaggea
tagtataccg
aatactggga
tttggggggce
toctgtagace
attaaaggtg
aaaacaaaag
gttttgagtt
acacagagaa
tcgaactcaa
cccagectaa
ttctgtttac
cataatggat
agagecagtca
gatagggtct
ccatgtacag
tttgagcata
aagetgatge
taatgtgtca
ctggatgtgt
aagaaatgag
tgctatttag
tggcaccaaa

agaatagcaa

20

gtcagtaatg
gtctgcctca
agctatattt
gctgggacac
taatgcotett
aactagtttyg
ctactgaact
gccettaaac
atcaatatgt
ctaaaggctg
atgggtggga
aggctattct
tgtgctactg
tggttetttt
tgtcccagga
atcctatttg
gagaaccacc
aaaatgtctt
aatattctge
ggttgtgage
gtgetettaa
caagtagttt
ctgggtttag

gggagttaat

aaagcaagtt
aagatggcct
aagacctata
acatacccat
gttattttac
gtcactcact

ctcaaataca

2040
2100
2160
2229
2280
2340
2400
2460
25290
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3800
3860
4020
4080
4140

4180



10

15

20

<210> 4
<211> 676
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 4
gttgacattg

gcccatatat
ccaacgacce
ggactttcca
atcaagtgta
cctggcatta
tattagtcat
agcggtttga
tttggcacca
aaatgggcgg
gtcagatcgce
gatccagect
<210>5

<211>173
<212> ADN

attattgact
ggagttccge
ccgeccattg
ttgacgtcaa
tcatatgecca
tgcccagtac
cgctattacc
ctcacgggga
aaatcaacgg
taggegtgta
ctggagacgc

ceggac

<213> Secuencia artificial

<220>

agttattaat
gttacataac
acgtcaataa
tgggtggagt
agtacgecce
atgaccttat
atggtgatgc
ttteoccaagte
gactttecaa

cggtgggagyg

catccacgct

<223> Polinucleétido sintético

<400> 5
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agtaatcaat
ttacggtaaa
tgacgtatgt
atttacggta
ctattgacgt
gggactttce
ggttttggca
tecaccccat
aatgtecgtaa
totatataag

gttttgacct

tacggggtca
tggccegect
tcccatagta
aactgcccac
caatgacggt
tacttggcag
gtacatcaat
tgacgtcaat
caacteccgec
cagagctegt

ccatagaaga

ttagttcata
ggctgaccge
acgccaatag
ttggcagtac
aaatggccceg
tacatctacg
gggcgtggat
gggagtttgt
ccattgacge
ttagtgaace

caccgggace

actctcttee gecatcgectgt ctgecgaggge cagectgttgg gectcocgeggtt gaggacaaac

tcttcocgeggt ctttecagta ctcttggatc ggaaacccgt cggcocctcega acggtactcco

gccaccgagg gacctgageg agtccgecatc gaccggatcg gaaaacctcet cga

<210>6
<211> 3527
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polinucleétido sintético

<400> 6

21

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

676

60

120

173



gtgcatagaa
taaaactcct
atttatgcag
agaagcaggc
gtcaggcctg
ccccaatata
ctagtgtggt
aaagatgaat
attgectagtyg
gggtatcaag
atttgtgaaa
tgcatagace
tagaaaatga
attaacagaa
gtagaaggtt
gcacgtctgt
cteagcaaca
tttttttttt
cactagectcet
taaaggtatg
aggtggtgag
tectttagag
ccacacatag
aaattaaaaa
aagtatcatg
toctteoctag
catgtggaca
aattgtttgt

caggttatta

acagatgecag
aaacttttgg
tcaaaaattt
agatctctgt
ttacacagag
taaggctaaa
acagttacta
tactaaccag
tttcatttte
ataattttaa
tgagagaggy
ctgtgtttga
ttagttatat
ttaagtgcaa
gtaaggctet
aatcccagca
cagtgagttt
ttttetttte
gaagagcagg
caccaccaac
agggctcagt
ctacatggtt
ctatacacag
caacaacagt
taaatttget
cttgactgtg
ccggacagta
tactaggcag

ggaataaata

gcaaaacatc
totttettga
gocattettg
gaatgaggcc
aaaccttgaa
ccattagaag
ctactataat
tgtttececaag
gtatatttct
cgactggectyg
taatgtggcce
totettaaca
atacttttag
acaaagccag
gtaatatagg
ttgggaagta
gaggccacoe
tttttttggt
ctggectega
goecccaggtt
ggtcacagge
gagggaagag
catgtgeatt
ttgggttgtyg
ttcaactcat
gagtcttgte
ggtcctcaaa
tgatgttgta

cteotaagget
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cacacatata
atctteaatc
ttgcecaggty
agcctggtct
aaaaaaaaga
cacaacactyg
acactaatat
gaaataaatg
tacaatttcet
agaaccctag
attatagaaa
cectecttga
ggaaacgtag
aaacctcctg
aattaggaga
gaggtagaag
tgaactacat
ttetetgtagt
actcagagat
ttgtctcaaa
attcteotgea
aactgactee
cacacacact
aaaactagaa
cccaaaattt
cggaagcaaa
tgctecttat
catcetggagg

aaaaatgtag

aaacaaaaaa
cctcaggtta
tggtgatgat
acaaagtgag
taatatgtac
ttaagtacgg
agctgtggga
aaagcagaga
cttgttacaa
aaaatctectyg
aggettttgt
ccagaaaaayg
ttctggattce
ataaatgaga
aaagaaacct
attagaaatc
caggttetgt
agttttggag
cagccagcecet
caaacaaaaa
aagcctgact
tggaaggtgt
aaataatget
ctagataata
gttttatatt
tagttcettt
taggttggtt
agatctettyg

cttagtgata

22

ttaaaaccaa
tgaaataatc
tcggggaage
tcccaggaca
tgttgtatta
aaaataatat
aactagttece
gattagttet
ataggcacta
tgaaaaaggg
gtgccttgea
cttetgtgga
tttggttaca
aaacctgctt
gtgtggtggg
aaaggccagc
ctectttett
cctatectgyg
ctgctgggat
taacatcagg
ctgagttgga
cctetggtee
atttttaaaa
ggtaagaatc
tcagtttttt
gcagatcocca
caataatatc
agceccataat

agagtgettg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

€00

€60

720

780

840

800

260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740



cctggtgtge
ttttcacecgt
tcectgecegyg
aaaagaaaag
aggaggcaga
tttcagggca
ccacagcaaa
ggacgagcca
taagattgct
gttcctegtg
atgcgcgcac
actgtgggac
ttecagagaa
cgtogagete
gattgtgcac
gactacacgg
taggacagat
agagtaattc
taaatteotgg
tagtaatcaa
cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
cctattgacg
tgggacttte
cggttttgge
cteccacceca
aaatgtogta
gtcetatataa
tgttttgace

<210>7
<211> 3634
<212> ADN

tgagaccctc
ccctageatt
agaggcattt
aaaacaggct
ggcagggcgyg
cccagggeta
acgcagttat
tttttgagaa
aatgctggece
ctctatcaaa
acacaaaatc
ttaagtatta
gcagctggeg
teggocaceg
ctotcocegeyg
gaagggacac
tetggacgea
atacaaaagg
ceggecteae
ttacggggte
atggocogee
ttcccatagt
aaactgccca
tcaatgacgg
ctacttggea
agtacatcaa
ttgacgtcaa
acaacteccge
geagagetag

tecatagaag

<213> Secuencia artificial

<220>

ggttccatct
aagaaacaaa
aaaactggcc
agggecggea
atctetgtga
aagagactgt
gatcecttgga
gctotgattt
tctaaatgag
taactgtacc
cttttttage
ttctgaacgg
ctggatggaa
agcetgageec
ggggacaagc
caggatetag
ctettggeoca
agggatcgoe
agcccgggaa
attagttcat
tggetgaceyg
aacgccaata
cttggcagta
taaatggccc
gtacatctac
tgggegtgga
tgggagtttyg
cccattgacg
tttagtgaac

acaccgggac

<223> Polinucleétido sintético

<400>7
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ccacaaccec
acaacaaaga
agggccaaaa
tggtggegea
gtttgaggte
ctcaaaaaca
actgtaggaa
cacaagtgte
accacgtgga
caaatacaca
ttaagaagcc
aactcccagg
tgaaccaaga
ttaggttcetg
aggggatgge
acacageactt
gtecteaceg
ttegecactyg
cgttgacatt
agcccatata
cocaacgace
gggactttcc
catcaagtgt
gcctggcatt
gtattagtca
tagcggtttg
ttttggeace
caaatgggeg
cgtecagateg

cgatecages

atattccatt
agtttttctt
aaaaaaaaaa
cgcctttaat
agcctggtet
aaacagccac
tgacaagcat
agggatggge
gttgattaga
cacacacaca
cagaatcaga
gcgtgaagcg
ggccagdaca
gggctygggaa
ggggctgacg
ggeagtggag
caccacaced
ggaatcacag
gattattgac
tggagtteeg
coegeccatt
attgacgtca
atcatatgcce
atgcccagta
tegetattac
actcacggyg
aaaatcaacg
gtaggcgtgt
cetggagacy

teecggac
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acaaaatacc
tcttectgaga
aaaaagaaaa
cccagcacge
acctagtgag
acaatcagaa
ttaaataata
tctgggegag
ttetttteat
cacacacaca
agtaaagcta
cgcttcagge
ggggcagatc
gggteccctag
tegggaggtyg
tcaggaaggg
gatggageeg
ggacagtage
tagttattaa
cgttacataa
gacgtcaata
atgggtggay
aagtacgccce
catgacctta
catggtgatg
atttcocaagt
ggacttteca
acggtyggag

ccatccacge

1800

1860

1320

1580

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2540

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3527



gtgcatagaa
taaaactcect
atttatgcag
agaagcaggc
gtcaggcctg
ccccaatata
ctagtgtggt
aaagatgaat
attgetagtg
gggtatcaag
atttgtgaaa
tgcatagace
tagaaaatga
attaacagaa
gtagaaggtt
gcacgtetgt
ctcagcaaca
tttttttttt
cactagctcet
taaaggtatg
aggtggtgag
tcctttagag
ccacacatag
aaattaaaaa
aagtatcatg
tocecttectag
catgtggaca

aattgtttgt

acagatgecag
aaacttttgg
tcaaaaattt
agatctctgt
ttacacagag
taaggctaaa
acagttacta
tactaaccag
tttecatttte
ataattttaa
tgagagaggg
ctgtgtttga
ttagttatat
ttaagtgcaa
gtaaggetet
aatcccagea
cagtgagttt
ttttcotttte
gaagagcagg
caccaccaac
agggceteagt
ctacatggtt
ctatacacag
caacaacagt
taaatttget
cttgactgtg
ceggacagta

tactaggcag

gcaaaacatc
totttettga
gecattettg
gaatgaggcc
aaaccttgaa
ccattagaag
ctactataat
tgtttccaag
gtatatttet
cgactggetg
taatgtggece
teteottaaca
atacttttag
acaaagccag
gtaatatagg
ttgggaagta
gaggecacac
tttttttggt
ctggectega
gcccoccaggtt
ggtcacagge
gagggaagag
catgtgecatt
ttgggttgtg
ttcaactcat
gagtcttgte
ggtcctecaaa

tgatgttgta
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cacacatata
atcttecaateo
ttgcecaggtg
agecctggtcet
aasdaaaaaga
cacaacactg
acactaatat
gaaataaatg
tacaatttet
agaaccctag
attatagaaa
cactacttga
ggaaacgtag
aaacctcoctg
aattaggaga
gaggtagaag
tgaactacat
ttectetgtgt
actcagagat
ttgtctcaaa
attectetgea
aactgactce
cacacacact
aaaactagaa
cccaaaattt
cggaagcaaa
tgctecttat

catctggagg

aaacaaaaaa
cctcaggtta
tggtgatgat
acaaagtgag
taatatgtac
ttaagtacgg
agctgtggga
aaagcagaga
cttgttacaa
aaaatctety
aggctttitgt
ccagaaaaag
ttcotggatte
ataaatgaga
aaagaaacct
attagaaatc
caggttetgt
agttttggag
cagccagect
caaacaaaaa
aagcetgact
tggaaggtgt
aaataatgct
ctagataata
gttttatatt
tagttecettt
taggttggtt

agatctettg
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ttaaaaccaa
tgaaataatc
teggggaage
tcccaggaca
tgttgtatta
aaaataatat
aactagttee
gattagttct
ataggcacta
tgaaaaaggg
gtgcettgea
cttctgtgga
tttggttaca
aaacctgcectt
gtgtggtggg
aaaggccage
cteceotttett
cctatccotgg
ctgctgggat
taacatcagg
ctgagttgga
cctetggtee
atttttaaaa
ggtaagaatc
tcagtttttt
gcagatcceca
caataatate

agcccataat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

€60

720

780

840

800

260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680



caggttatta
cctggtgtge
ttttcaccgt
tockbgocegg
aaaagaaaag
aggaggcaga
tttcagggca
ccacagcaaa
ggacgageca
taagattgct
gttcctegtg
atgcgegeac
actgtgggac
ttecagagaa
cgtcgagcetc
gattgtgeac
gcctccacgg
taggacagat
agagtaattc
taaattctgg
tagtaatcaa
cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
cetattgacy
tgggactttc
cggttttgge
cteccaccecea
aaatgtcgta
gtctatataa
ctgcgaggge
ctettggate

agtccgecatc

ggaataaata
tgagaccctce
ccctagcatt
agaggecattt
aaaacaggct
ggcaggygcegy
cccagggcta
acgcagttat
tttttgagaa
aatgctggec
ctctatcaaa
acacaaaatc
ttaagtatta
gcagetggeg
tecggccaccy
ctetecegeg
gaagggacac
tctggacgcc
atacaaaagyg
ccggccteeg
ttacggggte
atggccecgece
ttceccatagt
aaactgccca
tcaatgacgg
ctacttggca
agtacatcaa
ttgacgtcaa
acaactccge
gcagageteg
cagetgttgg
ggaaacccgt

gaccggatcg

ctctaagget
ggttccatct
aagaaacaaa
aaaactggee
agggccggea
atctotgtga
aagagactgt
gatceottgga
goteotgattt
tctaaatgag
taactgtacce
cttttttage
ttctgaacgg
ctggatggaa
agctgagcce
ggggacaage
ccggateteg
ctcttggeca
agggatcgce
cggocgegaa
attagtteat
tggctgaccyg
aacgecaata
cttggeagta
taaatggece
gtacatctac
tgggegtgga
tgggagtttyg
cccattgacg
tttagtgaac

gotegoggtt

cggectecga acggtactcece gccaccgagg gacctgageg
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aaaaatgtag
ccacaacccc
acaacaaaga
agggccaaaa
tggtggegea
gktttgaggte
ctcaaaaaca
actgtaggaa
cacaagtgte
accacgtgga
caaatacaca
ttaagaagcce
aactceccagg
tgaaccaaga
ttaggttctg
aggggatgge
acacagcctt
gtcctecaceg
ttcgeceecctyg
cgttgacatt
agcccatata
cccaacgacc
gggacttteco
catcaagtgt
gectggeatt
gtattagtca
tageggtttyg
ttttggcace
caaatgggcg
cgtecatgate

gaggacaaac

gaaaacctct cgaa

cttagtgata
atattccatt
agtttttett
aaaaaaaaaa
cgoctttaat
agcectggtet
aaacagccac
tgacaagecat
agggatggge
gttgattaga
cacacacaca
cagaatcaga
gcgtgaagcg
ggccagcaca
gggctgggaa
ggggctgacg
ggcagtggag
ccccacceeo
ggaatcccag
gattattgac
tggagtteeg
cccgecccatt
attgacgtca
atcatatgee
atgcccagta
tcgcectattac
actcacgggyg
aaaatcaacg
gtaggegtgt
actctettece

tettegeggt
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agagtgcttg
acaaaatacc
tcttctgaga
aaaaagaaaa
cccagoacge
acctagtgag
acaatcagaa
ttaaataata
totgggegay
ttctttteat
cacacacaca
agtaaagcta
cgcttcagge
ggggeagatc
gggtccctag
tcgggaggtg
tcaggaaggg
gatggagccg
ggaccgtcege
tagttattaa
cgttacataa
gacgtcaata
atgggtggag
aagtacgccce
catgacctta
catggtgatg
atttccaagt
ggactttecea
acggtgggag
gecategetgt

cttteocagta

1740

1800

1860

1920

1980

2049

2100

2160

22290

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3634
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REIVINDICACIONES

1. Un vector de expresion que comprende ADN regulador de la transcripcion del factor 1a de elongacion de hamster
chino (CHEF1) 5'y un activador de citomegalovirus (CMV) que comprende: (1) Secuencia ID n®: 6; 0 (2) Secuencia ID
n% 7, en donde dicho vector de expresién presenta al menos dos veces mayor productividad especifica en
comparacién con un vector de expresion de referencia que tiene el ADN regulador de la transcripcion CHEF1 5' pero
que no comprende el activador de citomegalovirus (CMV).

2. El vector de expresién de cualquiera de las reivindicaciones anteriores que comprende la Secuencia ID n®: 6.
3. El vector de expresién de cualquiera de las reivindicaciones anteriores que comprende la Secuencia ID n®: 7.

4. El vector de expresién de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas un gen marcador
seleccionable.

5. Una célula anfitriona transformada, transducida o transfectada in vitro con un vector de expresion segun cualquiera
de las reivindicaciones anteriores.

6. La célula anfitriona de la reivindicacién 5, en donde la célula anfitriona es una célula eucariota.

7. La célula anfitriona de la reivindicacién 5 o 6, en donde la célula anfitriona es una célula de ovario de hamster chino
(CHO), opcionalmente una célula DG44 de CHO.

8. La célula anfitriona de la reivindicaciéon 5 o 6, en donde la célula anfitriona es una célula de mamifero distinto del
hamster, opcionalmente una célula humana.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3

Viabilidad de recuperacion de transfeccion (GP1)
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Figura 4

Figura 4A

Densidad de células viables (Feed C+CB4)
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Figura 4C

Productividad (Feed C+CB4)
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Valor (ug/ml)
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Figura 5

Productividad especifica con GP1
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Valor (ug/ml)
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Figura 6

Productividad (alimentadas con BF1)
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Figura 7

Figura 7A

Densidad de células viables (alimentadas con BF1)
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Figura 8

Figura 8A

Densidad de células viables (Clones: BF1)
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Figura 9

Figura 9A

Productividad del clonpDEF38-GP1
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