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DESCRIPCION

Procedimiento para la seleccién de células huésped de expresion elevada.
Antecedentes de la invencion
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a un procedimiento de eleccién de células huésped de expresion elevada, a un
procedimiento de produccién de una proteina de interés a elevados rendimientos y a un procedimiento de produccién
de células eucaridticas que presentan copias multiples de una secuencia codificante de una proteina de interés.

Descripcion de los antecedentes y técnica relacionada

El descubrimiento de procedimientos para introducir ADN en células huésped vivas en una forma funcional ha
proporcionado la clave para la compresidon de muchos procesos bioldgicos fundamentales, y ha hecho posible la
produccién de proteinas importantes y otras moléculas en cantidades comercialmente Ttiles.

A pesar del éxito general de estos procedimientos de transferencia génica, existen varios problemas frecuentes que
podrian limitar la eficacia con la que puede introducirse un gen codificante de una proteina deseada en una célula
huésped y expresarse en la misma. Un problema es llegar a conocer cudndo se ha transferido con éxito el gen hasta
el interior de las células receptoras. Un segundo problema es distinguir entre aquellas células que contienen el gen y
aquéllas que han sobrevivido a los procedimientos de transferencia pero que no contienen el gen. Un tercer problema
es identificar y aislar aquéllas células que contienen el gen y que expresan niveles elevados de la proteina codificada
por el gen.

En general, los procedimientos conocidos para introducir genes en células eucaridticas tienden a ser altamente
ineficientes. De las células en un cultivo dado, s6lo una proporcién reducida incorpora y expresa ADN anadido ex6-
genamente, y una proporcién incluso menor mantiene establemente ese ADN.

La identificacién de aquellas células que han incorporado un gen de producto codificante de una proteina deseada
tipicamente se consigue introduciendo en las mismas células otro gen, con frecuencia denominado gen selecciona-
ble, que codifica un marcador seleccionable. Un marcador seleccionable es una proteina que resulta necesaria para
el crecimiento o supervivencia de una célula huésped bajo las condiciones de cultivo particulares seleccionadas, tal
como un enzima que proporciona resistencia a un antibiético o a otro firmaco, o un enzima que compensa un defecto
metabdlico o catabdlico en la célula huésped. Por ejemplo, entre los genes seleccionables utilizados con frecuencia en
las células eucaridticas se incluyen los genes de la aminoglucdsido fosfotransferasa (APH), la higromicina fosfotrans-
ferasa (hyg), dihidrofolato reductasa (DHFR), la timidina quinasa (tk), neomicina, puromicina, glutamina sintetasa y
asparagina sintetasa.

El procedimiento de identificacion de una célula huésped que ha incorporado un gen, basado en la expresion por la
célula huésped de un segundo gen incorporado codificante de un marcador seleccionable se denomina cotransfectacién
(o contransfeccion). En este procedimiento se introducen tipicamente un gen codificante de un polipéptido deseado y
un gen de seleccion en la célula huésped simultdneamente, aunque pueden introducirse secuencialmente. En el caso
de la cotransfeccion simultdnea, el gen codificante del polipéptido deseado y el gen seleccionable pueden encontrarse
presentes en una sola molécula de ADN o en moléculas de ADN separadas antes de su introduccién en las células
huésped (Wigler et al., Cell 16:777, 1979). Las células que han incorporado el gen codificante del polipéptido de-
seado seguidamente se identifican o se afslan cultivando las células bajo condiciones que permiten preferentemente
el crecimiento o la supervivencia de aquellas células que sintetizan el marcador seleccionable codificado por el gen
seleccionable.

El nivel de expresién de un gen introducido en una célula huésped eucariética depende de mdltiples factores,
incluyendo el nimero de copia del gen, la eficiencia de transcripcidn, el procesamiento, estabilidad y eficiencia de
traduccién del ARN mensajero (ARNm). Por consiguiente, un nivel elevado de expresién de un polipéptido deseado
tipicamente implicard optimizar uno o mas de esos factores.

Por ejemplo, el nivel de produccién de proteina puede incrementarse uniendo covalentemente la secuencia co-
dificante del gen a un promotor o intensificador “fuerte” que proporcionard niveles elevados de transcripcion. Los
promotores e intensificadores son secuencias de nucleétidos que interaccionan especificamente con proteinas en una
célula huésped que se encuentran implicadas en la transcripcién (Kriegler, Meth. Enzymol. 185:512, 1990; Maniatis et
al., Science 236:1237, 1987). Los promotores se encuentran situados corriente arriba de la secuencia codificante de un
gen y facilitan la transcripcion del gen por la ARN polimerasa. Entre los promotores eucariéticos que han sido iden-
tificados como promotores fuertes para la expresion de nivel elevado se encuentran el promotor temprano de SV40,
el promotor tardio mayor de adenovirus, el promotor de la metalotioneina-I de ratdn, la repeticion terminal larga del
virus del sarcoma de Rous y el promotor temprano inmediato del citomegalovirus humano (CMV).

Los intensificadores estimulan la transcripcién desde un promotor ligado. Al contrario que los promotores, los
intensificadores se encuentran activos cuando se sitian corriente abajo del sitio de inicio de transcripcién o a distancias
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considerables del promotor, aunque en la practica los intensificadores pueden solaparse fisica y funcionalmente con
los promotores. Por ejemplo, todos los promotores fuertes indicados anteriormente también contienen intensificadores
fuertes (Bendig, Genetic Engineering 7:91, Academic Press, 1988).

El nivel de produccién de proteinas también puede incrementarse, incrementando el nimero de copia génica en
la célula huésped. Un procedimiento para obtener un nimero de copia génica elevado es introducir directamente en
la célula huésped multiples copias del gen, por ejemplo utilizando un exceso molar elevado del gen de producto
respecto al gen seleccionable durante la cotransfeccion (Kaufman, Meth. Enzymol. 185:537, 1990). Sin embargo,
con este procedimiento, sélo una proporcién reducida de las células cotransfectadas contendrd el gen de producto
en un nimero de copia elevado. Ademas, debido a que no existe ningin procedimiento conveniente de aplicacién
general para distinguir estas células de las mayoria de las células que contienen menos copias del gen de producto,
tipicamente resultan necesarios procedimientos de cribado laboriosos y que requieren mucho tiempo para identificar
los transfectantes deseados de elevado nimero de copia.

Otro procedimiento para obtener un nimero de copia elevado implica clonar el gen en un vector que sea capaz de
replicarse auténomamente en la célula huésped. Entre los ejemplos de estos vectores se incluyen vectores de expresion
de mamifero derivados de virus de Epstein-Barr o virus del papiloma bovino, y vectores pldsmido de 2 micrémetros
de levadura (Stephens y Hentschel, Biochem. J. 248:1, 1987; Yates et al., Nature 313:812, 1985; Beggs, Genetic
Engineering 2:175, Academic Press, 1981).

Todavia otro procedimiento para obtener un nimero de copia génica elevado implica la amplificacién génica en
la célula huésped. La amplificacién génica se produce naturalmente en las células eucaridticas a una frecuencia rela-
tivamente reducida (Schimke, J. Biol. Chem. 263:5989, 1988). Sin embargo, la amplificaciéon génica también puede
inducirse, o por lo menos seleccionarse, mediante la exposicion de las células huésped a una presion selectiva apro-
piada. Por ejemplo, en muchos casos resulta posible introducir un gen de producto junto con un gen amplificable en
una célula huésped y posteriormente seleccionar para la amplificacién del gen marcador mediante la exposicion de las
células cotransfectadas a concentraciones secuencialmente crecientes de un agente selectivo. Tipicamente el gen de
producto se coamplifica con el gen marcador bajo estas condiciones.

El gen amplificable m4s ampliamente utilizada para este fin es un gen DHFR, que codifica un enzima dihidrofolato
reductasa. El agente de seleccién utilizado conjuntamente con un gen DHFR es el metotrexato (Mtx). Se cotransfecta
una célula huésped con un gen de producto codificante de una proteina deseada y un gen DHFR, y los transfectantes se
identifican cultivando en primer lugar las células en medio de cultivo que contiene Mtx. Una célula huésped adecuada
cuando se utiliza un gen DHFR de tipo salvaje es la linea celular de ovario de hdmster chino (CHO) deficiente en
actividad DHFR, preparada y propagada tal como se describe en Urlaub y Chasin, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 77:4216,
1980. A continuacion, las células transfectadas se exponen a cantidades sucesivamente mas elevadas de Mtx. Esto
conduce a la sintesis de multiples copias del gen DHFR, y concomitantemente, de multiples copias del gen de producto
(Schimke, J. Biol. Chem. 263:5989, 1988; Axel et al., patente US n°® 4.399.216; Axel et al., patente US n° 4.634.665.
Entre otras referencias dirigidas a la cotransfecciéon de un gen conjuntamente con un marcador genético que permite
la seleccion y posterior amplificacion se incluyen Kaufmann, en Genetic Engineering, editor J. Setlow (Plenum Press,
New York), vol. 9, 1987; Kaufman y Sharp, J. Mol. Biol. 159:601, 1982; Ringold et al., J. Mol. Appl. Genet. 1:165-
175, 1981; Kaufman et al., Mol. Cell Biol. 5:1750-1759, 1985; Kaetzel y Nilson, J. Biol. Chem. 263:6244-6251, 1988;
Hung et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:261-264, 1986; Kaufman et al., EMBO J. 6:87-93, 1987; Johnston y Kucey,
Science 242:1551-1554, 1988; Urlaub et al., Cell 33:405-412, 1983.

Para extender el procedimiento de amplificacién de DHFR a otros tipos celulares, puede utilizarse un gen DHFR
mutante que codifica una proteina con sensibilidad reducida al metotrexato, conjuntamente con células huésped que
contienen un nimero normal de un gen DHFR de tipo salvaje endégeno (Simonsen y Levinson, Proc. Natl. ACad. Sci.
USA 80:2495, 1983; Wigler et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:3567-3570, 1980; Haber y Schimke, Somatic Cell
Genetics 8:499-508, 1982.

Alternativamente, pueden cotransfectarse células huésped con el gen de producto, un gen DHFR, y un gen selec-
cionable dominante, tal como un gen neo’ (Kim y Wold, Cell 42:129, 1985; Capon et al., patente US n° 4.965.199.
Los transfectantes se identifican en primer lugar cultivando las células en medio de cultivo que contiene neomicina (o
el farmaco relacionado G418) y los transfectantes identificados de esta manera seguidamente se seleccionan para la
amplificacién del gen DHFR y del gen de producto mediante la exposicién a cantidades sucesivamente crecientes de
Mix.

Tal como se apreciard del presente comentario, la seleccion de células huésped recombinantes que expresan niveles
elevados de una proteina deseada es un procedimiento multietapa. En la primera etapa, se seleccionan los transfectan-
tes iniciales que han incorporado el gen de producto y el gen seleccionable. En etapas posteriores, los transfectantes
iniciales se someten a seleccion adicional para la expresion de nivel elevado del gen seleccionable y después a criba-
do aleatorio para la expresion de nivel elevado del gen de producto. Para identificar las células que expresan niveles
elevados de la proteina deseada, tipicamente debe cribarse un gran niimero de transfectantes. La mayoria de los trans-
fectantes produce niveles no maximos de la proteina deseada. Ademads, la resistencia a Mtx de los transformantes de
DHEFR 1la proporciona, por lo menos parcialmente, grados diversos de amplificacién génica (Schimke, Cell 37:705-
713, 1984). Los problemas ocasionados por la coexpresion del gen no seleccionada han sido informados por Wold
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76:5684-5688, 1979. La inestabilidad del ADN amplificado ha sido informada por
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Kaufman y Schimke, Mol. Cell Biol. 1:1069-1076, 1981; Haber y Schimke, Cell 26:355-362, 1981; y Fedespiel ef al.,
J. Biol. Chem. 259:9127-9140, 1984.

Se han descrito varios procedimientos para seleccionar directamente dichas células huésped recombinantes en una
sola etapa. Una estrategia implica cotransfectar células huésped con un en de producto y un gen DHFR, y seleccionar
aquellas células que expresan niveles elevados de DHFR mediante cultivo directo en medio que contiene una con-
centracion elevada de Mtx. Muchas de las células expresadas de esta manera también expresan el gen de producto
cotransfectado a niveles elevados (Page y Sydenham, Bio/Technology 9:64, 1991. Este procedimiento de seleccion
en una sola etapa adolece de determinadas desventajas que limitan su utilidad. Las células de expresion elevada ob-
tenidas mediante cultivo directo en medio que contiene un nivel elevado de un agente de seleccién pueden presentar
caracteristicas de crecimiento y estabilidad pobres, limitando de esta manera su utilidad para los procedimientos de
produccién de largo plazo (Page y Snyderman, Bio/Technology 9:64, 1991). La seleccién en una sola etapa para la
resistencia de nivel elevado al Mtx puede producir células con un enzima DHFR resistente a Mtx alterado, o células
que presentan propiedades de transporte de Mtx alteradas, y no células que contienen genes amplificados (Haber ef
al., J. Biol. Chem. 256:9501, 1981; Assaraf y Schimke, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:7154, 1987).

Otro procedimiento implica la utilizacién de vectores de expresién de ARNm policistrénico que contienen un
gen de producto en el extremo 5° de la regién transcrita y un gen seleccionable en el extremo 3’. Debido a que la
traduccion del gen seleccionable en el extremo 3’ del ARN policistrénico es ineficiente, estos vectores manifiestan
una traduccion preferente del gen de producto y requieren niveles elevados de ARNm policistrénico para sobrevivir
a la seleccién (Kaufman, Meth. Enzymol. 185:487, 1990; Kaufman, Meth. Enzymol. 185:53, 1990; Kaufman et al.,
EMBO J. 6:187, 1987). Por consiguiente, las células que expresan niveles elevados del producto proteina deseado
pueden obtenerse en una sola etapa mediante el cultivo de los transfectantes iniciales en medio que contiene un agente
de seleccidn de utilizacion apropiada con el gen seleccionable particular. Sin embargo, la utilidad de estos vectores es
variable debido a la influencia impredecible del marco de lectura del producto corriente arriba sobre la traduccién del
marcador seleccionable y debido a que el marco de lectura corriente arriba en ocasiones resulta delecionado durante la
amplificacién con metotrexato (Kaufman ef al., J. Mol. Biol. 159:601-621, 1982; Levinson, Methods in Enzymology,
San Diego: Academic Press, Inc., 1990). Los vectores posteriores incorporaron un sitio interno de inicio de traduccién
derivado de miembros de la familia de los picornavirus que se encuentra situado entre el gen de producto y el gen
seleccionable (Pelletier et al., Nature 334:320, 1988; Jang et al., J. Virol. 63:1651, 1989).

Un tercer procedimiento para la seleccion en una sola etapa implica la utilizacién de un constructo de ADN con
un gen seleccionable que contiene un intrén dentro del cual se encuentra situado un gen codificante de la proteina
de interés (ver la patente US n° 5.043.270 y Abrams et al., J. Biol. Chem. 264(24):14016-14021, 1989). En todavia
otro procedimiento de seleccidon en una sola etapa, se cotransfectan las células huésped con un gen seleccionable de
intrén modificado y con un gen codificante de la proteina de interés (ver la patente WO n°® 92/17566, publicada el 15
de octubre de 1992). El gen de intrén modificado se prepara insertando en la region transcrita de un gen seleccionable
un intrén de longitud suficiente para que el intrén resulte correctamente procesado a partir del precursor de ARNm
correspondiente a eficiencia reducida, de manera que la cantidad de marcador seleccionable producido a partir del
gen seleccionable de intrén modificado sea sustancialmente inferior a la producida a partir del gen seleccionable
de partida. Estos vectores ayudan a garantizar la integridad del constructo de ADN integrado, aunque el ligamiento
transcripcional no se consigue debido a que el gen seleccionable y el gen de proteina se encuentran controlados por
promotores separados.

Se han descrito otros vectores de expresién de mamifero que presentan unidades de transcripcién dnica. Se han
construido vectores retroviricos (Cepko et al., Cell 37:1053-1062, 1984) en los que se inserta un ADNCc entre los sitios
donador y aceptor de empalme del virus endégeno de leucemia murina de Moloney (M-MuLV) que se encuentran
seguidos por un gen de resistencia a la neomicina. Este vector se ha utilizado para expresar una diversidad de productos
génicos tras la infeccion retrovirica de varios tipos celulares.

Teniendo en cuenta las desventajas anteriormente indicadas, es un objetivo de la presente invencién incrementar
el nivel de homogeneidad con respecto a los niveles de expresion de los clones estables transfectados con un gen de
producto de interés, mediante la expresién de un marcador seleccionable (DHFR) y la proteina de interés a partir de
un solo promotor.

Es otro objetivo proporcionar un procedimiento para seleccionar células huésped recombinantes estables que expre-
san niveles elevados de un producto proteina deseado, procedimiento que resulte de realizacion rapida y conveniente,
y que reduzca el nimero de células transfectadas que resulte necesario cribar. Ademads, es un objetivo que resulte po-
sible generar con rapidez niveles elevados de polipéptidos de una y dos unidades a partir de clones o bancos de células
huésped transfectantes.

Es un objetivo adicional proporcionar vectores de expresion con preferencia para sucesos de integracion activa (es
decir, presentan una tendencia incrementada a generar transformantes en los que el constructo de ADN se inserta en
una region del genoma de la célula huésped que resulta en la expresion de nivel elevado del gen de producto) y que
puedan acoger una diversidad de genes de producto sin necesidad de ser modificados.
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Sumario de la invencion

Por consiguiente, la presente invencién se refiere a un constructo de ADN (molécula de ADN) que comprende
un sitio de inicio transcripcional y un sitio de terminacion transcripcional, un gen seleccionable que es un gen am-
plificable y un gen de producto proporcionado en orientacioén 3’ respecto al gen seleccionable, una regién reguladora
transcripcional que regula la transcripcion de tanto el gen seleccionable y del gen de producto, el gen seleccionable si-
tuado dentro de un intrén definido por un sitio donador de empalme y un sitio aceptor de empalme. El sitio donador de
empalme preferentemente comprende una secuencia donadora de empalme efectiva tal como se define en la presente
invencion, regulando de esta manera la expresion del gen de producto utilizando la region reguladora transcripcional.

En otra realizacion, la invencién proporciona un procedimiento para producir un producto de interés que com-
prende cultivar una célula eucaridtica que ha sido transfectada con el constructo de ADN indicado anteriormente, de
manera que se expresa el gen de producto y se recupera el producto.

En una realizacion adicional, la invencién proporciona un procedimiento para producir células eucaridticas que
presentan multiples copias del gen de producto, que comprende transfectar células eucaridticas con el constructo de
ADN indicado anteriormente (en el que el gen seleccionable es un gen amplificable), cultivando las células en un
medio selectivo que comprende un agente de amplificacién durante un tiempo suficiente para que se produzca la am-
plificacion, y seleccionar células que presentan multiples copias del gen de producto. Preferentemente la transfeccién
de las células se consigue utilizando la electroporacion.

Tras la transfeccion de las células huésped, la mayoria de los transfectantes no llegan a mostrar el fenotipo se-
leccionable caracteristico de la proteina codificada por el gen seleccionable, aunque inesperadamente una proporcién
reducida de los transfectantes si manifiestan el fenotipo seleccionable, y entre esos transfectantes, la mayoria se ob-
serva que expresan niveles elevados del producto deseado codificado por el gen de producto. De esta manera, la
invencion proporciona un procedimiento mejorado para la seleccion de células huésped recombinantes que expresan
niveles elevados de un producto deseado, procedimiento que resulta util con una amplia diversidad de células huésped
eucaridticas y evita los problemas inherentes a la tecnologia existente de seleccioén de células.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1A-1D ilustra esquemdticamente diversos constructos de ADN comprendidos dentro del alcance de la
invencién. Las flechas grandes representan el gen seleccionable y el gen de producto, la V formada por las lineas
discontinuas muestra la regién del ARN precursor interna al sitio donador de empalme 5° (SD) y el sitio aceptor de
empalme 3’ (SA) que se extrae de los vectores que contienen un SD funcional. La regién reguladora transcripcional,
gen seleccionable, gen de producto y sitio de terminacién transcripcional se ilustran en la Figura 1A. La Figura 1B
ilustra los constructos de ADN del Ejemplo 1. Se ilustran las diversas secuencias donadoras de empalme, es decir,
la secuencia donador de empalme ras de tipo salvaje (ras WT), la secuencia donadora de empalme de ras mutante
(ras MUTANTE) y la secuencia donadora de empalme no funcional (AGT). Las sondas utilizadas para el andlisis de
transferencia northern en el Ejemplo 1 se muestran en la Figura 1B. La Figura 1C ilustra los constructos de ADN del
Ejemplo 2, y la Figura 1D ilustra el constructo de ADN del Ejemplo 3 utilizado para la expresion de Vy anti-IgE.

La Figura 2 ilustra esquemdticamente el constructo de ADN de control utilizado en el Ejemplo 1.

Las Figuras 3A-Q ilustran la secuencia de nucleétidos (SEC ID n° 1) del vector de expresion DHFR/intrén- (SD
de ras WT)-tPA del Ejemplo 1.

La Figura 4 es un grifico de columnas que muestra el nimero de colonias que se forman en medio selectivo tras
la electroporaciéon de ADNs miniprep linearizados por duplicado que se habian preparado a partir de tres vectores
mostrados en la Figura 1B (es decir con secuencia donadora de empalme ras de tipo salvaje [ras WT], secuencia
donadora de empalme ras mutante [ras MUTANTE] y secuencia donadora de empalme no funcional [AGT]) y del
vector de control que presenta DHFR bajo control del promotor de SV40 y tPA bajo el control del promotor de CMV
(ver la Figura 2). Las células se seleccionaron en medio libre de nucleésidos y se contaron con un contador automético
de colonias.

Las Figuras 5A-C son graficos de columnas que ilustran la expresion de tPA a partir de pools y clones estables
generados a partir de los vectores mostrados en la Figura 1B. En la Figura 5A, se mezclaron mds de 100 clones de cada
transfeccion de vector, se sembraron en placas de 24 pocillos, y se sometieron a ensayo mediante ELISA de tPA “a
nivel de saturacién”. En la Figura 5B, se sometieron a ensayo mediante ELISA de tPA “a nivel de saturacién” veinte
clones seleccionados aleatoriamente derivados de cada uno de los vectores. En la Figura 5C, los pools indicados en
la Figura 5A (excepto el pool AGT) se expusieron a Mtx 200 nM para seleccionar para la amplificacién de DHFR y
después se agruparon y se sometieron a ensayo para la expresion de tPA.

Las Figuras 6A-P ilustran la secuencia de nucle6tidos (SEC ID n° 2) del vector de expresion DHFR/intrén- (SD de
ras WT)-TNFr-IgG del Ejemplo 2.

Las Figuras 7A-B son graficos de columnas que ilustran la expresion de TNFr-IgG utilizando vectores dicistroni-
cos o de control (ver el Ejemplo 2). Se construyeron vectores que contenian TNFr-IgG (aunque aparte de ello idénticos
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a aquellos descritos para la expresién de tPA en el Ejemplo 1), se introdujeron en células dp12.CHO mediante elec-
troporacidn, se agruparon y se sometieron a ensayo para la expresion de producto antes (Figura 7A) y después (Figura
7B) de someterse a amplificacién en Mtx 200 nM.

La Figura 8 ilustra esquematicamente el constructo de ADN utilizado para la expresion de la V. de anti-IgE en el
Ejemplo 3.

Las Figuras 9A-O ilustran la secuencia de nucleétidos (SEC ID n° 3) del vector de expresion de Vy de anti-IgE del
Ejemplo 3.

Las Figuras 10A-Q ilustran la secuencia de nucleétidos (SEC ID n° 4) del vector de expresion de V. de anti-IgE
del Ejemplo 3.

La Figura 11 es un grafico de columnas que ilustra la expresién de anti-IgE en el Ejemplo 3.

Se construyeron vectores de expresion de cadena pesada (Vy) y ligera (Vy), se coelectroporaron en células CHO y
los clones se seleccionaron y se sometieron a ensayo para la expresion de anticuerpos. Ademds, se establecieron pools
y se evaluaron con respecto a la expresion antes y después de la seleccién en Mtx a 200 nM y 1 uM.

Descripcion de las realizaciones preferentes
Definiciones

El “constructo de ADN” dado a conocer en la presente invencion comprende una molécula de ADN de origen no
natural que puede proporcionarse aislada o integrada en otra molécula de ADN, por ejemplo en un vector de expresién
o como el cromosoma de una célula huésped eucaridtica.

La expresion “gen seleccionable” tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a un ADN que codifica
un marcador seleccionable necesario para el crecimiento o supervivencia de una célula huésped bajo las condiciones
de cultivo celular particulares seleccionadas. Por consiguiente, una célula huésped que se transforme con un gen
seleccionable serd capaz de crecer o de sobrevivir bajo determinadas condiciones de cultivo celular, en las que una
célula huésped no transfectada no serd capaz de crecer o de sobrevivir. Tipicamente un gen seleccionable proporcionard
resistencia a un fairmaco o compensard un defecto metabdlico o catabdlico en la célula huésped. Se proporcionan
ejemplos de genes seleccionables en la tabla siguiente (ver también Kaufman, Methods in Enzymology 185:537-566,
1990, para una revisién de los mismos).

TABLA 1

Genes seleccionables y sus agentes de seleccidn

Agente de seleccidn Gen seleccionable
Metotrexato Dihidrofolato reductasa
Cadmio Metalotioneina

PALA CAD

Xyl-A-or adenosina y 2'- Adenosina desaminasa

desoxicoformicina

Adenina, azaserina y Adenilato desaminasa
coformicina

6-Azauridina, pirazofuran UPM Sintetasa

Acido micofendlico IMP 5‘-deshidrogenasa
Acido micofenélico con Xantina-guanina

xantina limitante fosforibosiltransferasa

Hipoxantina, aminopterina y |HGPRTasa mutante o

timidina (HAT) timidina quinasa mutante

5-Fluorodesoxiuridina Timidilato sintetasa
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Miltiples farmacos, por P-glucoproteina 170
ejemplo adriamicina,
vincristina o colchicina
Afidicolina Ribonucledtido reductasa
Metionina sulfoximina Glutamina sintetasa
B-Aspartil hidroxamato o Asparagina sintetasa
Albizina
Canavanina Arginosuccinato
sintetasa
a-Difluorometilornitina Ornitina descarboxilasa
Compactina HMG-CoA reductasa
Tunicamicina N-Acetilglucosaminil
transferasa
Borrelidina Treonil-ARNt sintetasa
Ouabaina Na‘*K'-ATPasa

Segtin la presente invenciodn, el gen seleccionable es un gen amplificable. Tal como se utiliza en la presente inven-
cion, la expresion “gen amplificable” se refiere a un gen que se amplifica (es decir, se generan copias adicionales del
gen que sobreviven en forma intracromosémica o extracromosémica) bajo determinadas condiciones. El gen amplifi-
cable habitualmente codifica un enzima (es decir, un marcador amplificable) que resulta necesario para el crecimiento
de las células eucaridticas bajo dichas condiciones. Por ejemplo, el gen puede codificar DHFR que se amplifica cuando
una célula huésped transformada con el mismo se cultiva en Mtx. Segtiin Kaufman, los genes seleccionables en la Tabla
1 proporcionada anteriormente también pueden considerarse genes amplificables. Un ejemplo de un gen seleccionable
que generalmente no se considera que sea un gen amplificable es el gen de resistencia a la neomicina (Cepko et al.,
supra).

Tal como se utiliza en la presente invencion, la expresion “medio selectivo” se refiere a la solucién nutritiva utiliza-
da para cultivar células eucaridticas que presentan el gen seleccionable y por lo tanto incluye un “agente de seleccion”.
Los medios comercialmente disponibles, tales como F-10 de Ham (Sigma), medio minimo esencial ((MEM], Sigma),
RPMI-1640 (Sigma) y medio de Eagle modificado por Dulbecco ((DMEM], Sigma) son soluciones nutritivas ejempla-
res. Ademds, puede utilizarse cualquiera de los medios indicados en Ham y Wallace, Meth. Enz. 58:44, 1979; Barnes
y Sato, Anal. Biochem. 102:255, 1980; patentes US n° 4.767.704, n° 4.657.866, n° 4.927.762 o n° 4.560.655; patentes
WO n° 90/03430, n° 87/00195; patentes US n° Re. 30.985 o n° 5.122.469) como medios de cultivo. Cualquiera de estos
medios puede suplementarse segtin resulte necesario con hormonas y/o otros factores de crecimiento (tales como in-
sulina, transferrina o factor de crecimiento epidérmico), sales (tales como cloruro sédico, calcio, magnesio y fosfato),
tampones (tales como HEPES), nucleésidos (tales como adenosina y timidina), antibiéticos (tales como el fairmaco
Gentamycin™), elementos traza (definidos como compuestos inorgdnicos habitualmente presentes a concentraciones
finales en el rango micromolar) y glucosa o una fuente de energia equivalente. También puede incluirse cualquier
otro suplemento necesario a concentraciones apropiadas, que resultarian conocidas por los expertos en la materia. La
solucién nutritiva preferente comprende suero de feto bovino.

La expresion “agente de seleccidon” se refiere a una sustancia que interfiere con el crecimiento o supervivencia
de una célula huésped que es deficiente en un gen seleccionable particular. Se presentan ejemplos de agentes de
seleccién en la Tabla 1 anteriormente proporcionada. El agente de seleccidn preferentemente comprende un “agente
de amplificacién” que se define para los fines de la presente invencién como un agente para amplificar copias del gen
amplificable, tal como Mtx si el gen amplificable es DHFR. Ver la Tabla 1 para ejemplos de agentes de amplificacion.

Tal como se utiliza en la presente invencion, la expresion “sitio de inicio transcripcional” se refiere al 4cido nucleico
en el constructo de ADN correspondiente al primer dcido nucleico incorporado en el transcrito primario, es decir, el
precursor ARNm, sitio generalmente proporcionada en el extremo 5° del constructo de ADN o contiguo al mismo.

La expresion “sitio de terminacion transcripcional” se refiere a una secuencia de ADN, normalmente representada
en el extremo 3’ del constructo de ADN, que causa que la ARN polimerasa termine la transcripcion.
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Tal como se utiliza en la presente invencion, la expresion “regién reguladora transcripcional” se refiere a una region
del constructo de ADN que regula la transcripcion del gen seleccionable y el gen de producto. La regién reguladora
transcripcional normalmente se refiere a una secuencia de promotor (es decir, una regién de ADN implicada en la
unién de la ARN polimerasa para iniciar la transcripcién) que puede se constitutiva o inducible y, opcionalmente, un
intensificador (es decir, un elemento de ADN que actia en cis, habitualmente de entre aproximadamente 10 y 300 pb,
que actiia sobre un promotor incrementando su transcripcion).

Tal como se utiliza en la presente invencidn, “gen de producto” se refiere a ADN que codifica una proteina deseada
o producto polipéptido. Puede utilizarse cualquier gen de producto que es capaz de expresion en una célula huésped,
aunque los procedimientos de la invencién resultan particularmente adecuados para obtener la expresion de nivel
elevado de un gen de producto que no sea también un gen seleccionable o amplificable. Por consiguiente, la proteina
o polipéptido codificada por un gen de producto tipicamente serd uno que no resulte necesario para el crecimiento o la
supervivencia de una célula huésped bajo las condiciones de cultivo celular particulares seleccionadas. Por ejemplo,
los genes de producto convenientemente codifican un péptido, o pueden codificar una secuencia polipeptidica de
aminodcidos para la que la longitud de cadena resulte suficiente para producir niveles mas elevados de estructura
terciaria y/o cuaternaria.

Entre los ejemplos de polipéptidos o proteinas bacterianos se incluyen, por ejemplo, fosfatasa alcalina y -lactama-
sa. Entre los ejemplos de polipéptidos o proteinas de mamifero se incluyen moléculas, tales como renina; una hormona
de crecimiento, incluyendo la hormona de crecimiento humana, y la hormona de crecimiento bovina; el factor de li-
beracién de hormona de crecimiento; la hormona paratiroidea; la hormona estimulante del tiroides; lipoproteinas;
antitripsina alfa-1; cadena A de la insulina; cadena B de la insulina; proinsulina; hormona foliculo-estimulante; calci-
tonina; hormona luteinizante; glucagdn; factores de coagulacion, tales como el factor VIIIC, factor IX, factor tisular
y factor de von Willebrands; factores anticoagulacion, tales como la Proteina C; factor natriurético atrial; surfactante
pulmonar; un activador del plasminégeno, tal como uroquinasa u orina humana o activador del plasminégeno de tipo
tisular (t-PA); bombesina; trombina, factor de crecimiento hematopoyético; factor de necrosis tumoral alfa y beta;
encefalinasa; RANTES (regulada tras su activacién, normalmente expresado y secretado por células T); proteina infla-
matoria de macréfagos humanos (MIP-1-alfa); una albimina sérica, tal como la albiimina de suero humano; sustancia
inhibidora mulleriana; cadena A de la relaxina; cadena B de la relaxina; prorelaxina; péptido asociado a gonadotro-
pina de ratén; una proteina microbiana, tal como beta-lactamasa; ADNasa; inhibina; activina; factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF); receptores de hormonas o factores de crecimiento; integrina; proteina A o D; factores reu-
matoides; un factor neurotréfico, tal como el factor neurotréfico derivado de hueso (BDNF), neutrofina 3,4, 5 6 6 (NT-
3, NT-4, NT-5 o NT-6) o un factor de crecimiento nervioso, tal como NGF-£; factor de crecimiento derivado de pla-
quetas (PDGF); factor de crecimiento fibroblastico, tal como aFGF y bFGF; factor de crecimiento epidérmico (EGF);
factor de crecimiento transformante (TGF), tal como TGF-alfa y TGF-beta, incluyendo TGF-81, TGF-82, TGF-33,
TGF-B4 o TGF-B5: factor I y II de crecimiento similar a la insulina (IGF-I e IGF-II); des(1-3)-IGF-I (IGF-I cerebral),
proteinas de unién a factor de crecimiento similar a la insulina; proteinas CD, tales como CD-3, CD-4, CD-8 y CD-
19; eritropoyetina; factores osteoinductivos; inmunotoxinas; una proteina morfogénica 6sea (BMP); un interferdn, tal
como interferén-alfa, beta y gamma; factores estimulantes de colonias (CSFs), por ejemplo M-CSF, GM-CSF y G-
CSF; interleuquinas (ILs), por ejemplo IL-1 a IL-10; superéxido dismutasa; receptores de células T; proteinas mem-
branales de superficie; factor acelerador d degradacién; antigeno virico, tal como, por ejemplo, una parte de la cubierta
del SIDA; proteinas de transporte; receptores de alojamiento; adresinas; proteinas reguladoras; anticuerpos; proteinas
quiméricas, tales como inmunoadhesinas y fragmentos de cualquiera de los polipéptidos anteriormente indicados.

El gen de producto preferentemente no consiste de una secuencia antisentido para inhibir la expresion de un gen
presente en el huésped. Las proteinas preferentes en la presente invencion son proteinas terapéuticas, tales como TGF-
B, TGF-a, PDGF, EGF, FGF, IGF-I, ADNasa, activadores del plasmindgeno, tales como t-PA, factores de coagulacion,
tales como factor tisular y factor VIII, hormonas, tales como la relaxina y la insulina, citoquinas, tales como IFN-y,
proteinas quiméricas, tales como receptor de TNF-inmunoadhesina IgG (TNFr-IgG) o anticuerpos, tales como anti-
IgE.

El término “intrén” tal como se utiliza en la presente invencion se refiere a una secuencia de nucledtidos presente
dentro de la regién transcrita de un gen o dentro de un precursor de ARN mensajero, secuencia de nucleétidos que es
capaz de resultar extraida, o procesada, a partir del precursor de ARN mensajero por una célula huésped previamente
a la traduccion. Los intrones adecuados para la utilizacién en la presente invencién se preparan convenientemente
mediante cualquiera de entre varios procedimientos que son bien conocidos en la técnica, tales como la purificacion a
partir de un dcido nucleico de origen natural o la sintesis de novo. Los intrones presentes en muchos genes eucariéticos
de origen natural han sido identificados y caracterizados (Mount, Nucl. Acids Res. 10:459, 1982). Los intrones artifi-
ciales que comprenden sitios de empalme funcionales también han sido descritos (Winey et al., Mol. Cell Biol. 9:329,
1989; Gatermann et al., Mol. Cell Biol. 9:1526, 1989). Los intrones pueden obtenerse a partir de 4cidos nucleicos de
origen natural, por ejemplo mediante digestion de un dcido nucleico de origen natural con una endonucleasa de restric-
cién adecuada, o mediante clonacién por PCR utilizando cebadores complementarios a las secuencias en los extremos
5’ y 3’ del intrén. Alternativamente, pueden prepararse intrones de secuencia y longitud definidas de manera sintética
utilizando diversos procedimientos de la quimica orgdnica (Narang et al., Meth. Enzymol. 68:90, 1979; Caruthers et
al., Meth. Enzymol. 154:287, 1985; Froehler et al., Nucl. Acids Res. 14:5399, 1986).

Tal como se utiliza en la presente invencién, la expresién “sitio donador de empalme” o “SD” se refiere a la
secuencia de ADN inmediatamente circundante al limite exon-intrén en el extremo 5’ del intrén, donde el “exdn”
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comprende el 4cido nucleico 5° respecto al intrén. Muchos sitios donadores de empalme han sido caracterizados y
Ohsima et al., J. Mol. Biol. 195:247-259, 1987, proporciona una revisién de los mismos. La expresion “una secuencia
donadora de empalme eficiente” se refiere a una secuencia de dcidos nucleicos codificante de un sitio donador de
empalme en la que la eficiencia de procesamiento de los precursores de ARN mensajero con la secuencia donadora
de empalme se encuentra comprendida entre aproximadamente 80% y 99%, y preferentemente entre 90% y 95%
seglin determinacién mediante PCR cuantitativa. Entre los ejemplos de secuencias donadoras de empalme eficientes
se incluyen la secuencia donadora de empalme ras de tipo salvaje (WT) y la secuencia GAC:GTAAGT del Ejemplo 3.
Pueden seleccionarse facilmente otras secuencias donadoras de empalme eficientes utilizando las técnicas para medir
la eficiencia de procesamiento dada a conocer en la presente invencion.

Las expresiones “PCR” y “reaccion en cadena de la polimerasa” tal como se utiliza en la presente invencion se
refieren al procedimiento de amplificacion in vitro descrito en la patente US n° 4.683.195 (publicada el 28 de julio de
1987). En general, el procedimiento de PCR implica ciclos repetidos de sintesis de extensién de cebador, utilizando
dos cebadores de ADN capaces de hibridarse preferentemente con un molde de dcidos nucleicos que comprende la
secuencia de nucledtidos que debe amplificarse. El procedimiento de PCR puede utilizarse para clonar secuencias de
ADN especificas a partir del ADN gendmico total, ADNc transcrito a partir de ARN celular y ADNs viricos o plasmi-
dicos (Wang y Mark, en: PCR Protocols, pdginas 70-75, Academic Press, 1990; Scharf, en: PCR Protocols, paginas
84-98; Kawasaki y Wang, en: PCR Technology, paginas 89-97, Stockton Press, 1989). Puede utilizarse la reaccién en
cadena de transcripcion inversa-polimerasa (PCR-RT) para analizar muestras de ARN que contienen mezclas de trans-
critos de ARNm procesados y no procesados. Los cebadores etiquetados fluorescentemente disefiados para abarcar el
intrén se utilizan para amplificar dianas tanto procesadas como no procesadas Los productos de amplificacion resul-
tantes seguidamente se separan mediante electroforesis en gel y se cuantifican midiendo la emision fluorescente de la
banda o bandas apropiadas. Se lleva a cabo una comparacion para determinar la cantidad de transcritos procesados y
no procesados presentes en la muestra de ARN.

Una secuencia donadora de empalme preferente es una “secuencia donadora de empalme de consenso”. Las se-
cuencias de nucleétidos circundantes a los sitios de empalme de intrén, secuencias que se encuentran altamente conser-
vadas evolutivamente, se denominan “secuencias donadoras de empalme de consenso”. En los ARNm de los eucariotas
superiores, el sitio de empalme 5 se encuentra dentro de la secuencia de consenso AG:GUAAGU (en la que los dos
puntos indican el sitio de corte y ligacién). En los ARNm de levadura, el sitio de empalme 5’ estd limitado por la
secuencia de consenso :GUAUGU (Padgett ef al., Ann. Rev. Biochem. 55:1119, 1986).

La expresion “sitio aceptor de empalme” o “SA” se refiere a la secuencia inmediatamente circundante al limite
intrén-exon en el extremo 3’ del intrén, en el que “exén” comprende el dcido nucleico 3’ respecto al intrén. Muchos
sitios aceptores de empalme han sido caracterizados, y Ohshima et al., J. Mol. Biol. 195:247-259, 1987, proporcionan
una revisién de los mismos. El sitio aceptor de empalme preferente es un sitio aceptor de empalme eficiente que
se refiere a una secuencia de dcidos nucleicos codificante de un sitio aceptor de empalme en el que la eficiencia de
procesamiento de los precursores de ARN mensajero con el sitio aceptor de empalme se encuentra comprendida entre
aproximadamente 80% y 99%, y preferentemente entre 90% y 95%, segtin determinacién mediante PCR cuantitativa.
El sitio aceptor de empalme puede comprender una secuencia de consenso. En los ARNm de los eucariotas superiores,
el sitio aceptor de empalme 3’ se encuentra dentro de la secuencia de consenso (U/C);;NCAG:G. En los ARNm de
levadura, el sitio aceptor de empalme 3’ esta limitado por la secuencia de consenso (C/U)AG: (Padgett et al., supra).

Tal como se utiliza en la presente invencion, “cultivar durante un tiempo suficiente para permitir que se produzca
la amplificacion” se refiere al acto de cultivar fisicamente las células huésped eucaridticas que han sido transformadas
con el constructo de ADN en medios de cultivo celular que contienen el agente de amplificacién, hasta que el niimero
de copia del gen amplificable (y preferentemente también el nimero de copia del gen de producto) en las células
huésped se ha incrementado respecto a las células transformadas previamente a este cultivo.

El término “expresién” tal como se utiliza en la presente invencién se refiere a la transcripcion o a la traduccién
que se produce dentro de una célula huésped. El nivel de expresion de un gen de producto en una célula huésped
puede determinarse a partir de la cantidad del ARNm correspondiente que se encuentra presente en la célula, o de
la cantidad de la proteina codificada por el gen de producto que es producida por la célula. Por ejemplo, el ARNm
transcrito a partir de un gen de producto deseablemente se cuantifica mediante hibridacién northern (Sambrook et
al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, pdginas 7.3-7.57 (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989)). La
proteina codificada por un gen de producto puede cuantificarse mediante ensayo de la actividad bioldgica proteina o
utilizando ensayos que son independientes de esta actividad, tales como transferencia western o radioinmunoensayo
utilizando anticuerpos capaces de reaccionar con la proteina (Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, paginas 18.1 a 18.88 (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989)).

Modos para llevar a cabo la invenciéon

Se proporcionan procedimientos y composiciones para incrementar la estabilidad y/o nimero de copia de una
secuencia transcrita con el fin de permitir la produccién de niveles elevados de una secuencia de ARN de interés. En
general, los procedimientos de la presente invencion implican transfectar una célula huésped eucariética con un vector
de expresion que comprende tanto un gen de producto codificante de un polipéptido deseado y un gen seleccionable
(preferentemente un gen amplificable).
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Pueden obtenerse genes seleccionables y genes de producto a partir de ADN genémico, ADNc transcrito a partir
de ARN celular, o mediante sintesis in vitro. Por ejemplo, se criban bibliotecas con sondas (tales como anticuerpos
u oligonucleétidos de aproximadamente 20 a 80 bases) disefiadas para identificar el gen seleccionable o el gen de
producto (o la proteina o proteinas codificadas en el mismo). El cribado del ADNCc o la biblioteca gendmica con la
sonda seleccionable puede llevarse a cabo utilizando procedimientos estandar tal como se describe en los capitulos 10
a 12 de Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press,
1989). Un medio alternativo de aislar el gen seleccionable o el gen de producto es utilizar metodologia de PCR tal
como se describe en la seccion 14 de Sambrook et al., supra.

Un procedimiento preferente de poner en practica la presente invencion es utilizar secuencias oligonucledtidas
cuidadosamente seleccionadas para cribar bibliotecas de ADNc de diversos tejidos que es conocido que contienen
el gen seleccionable o el gen de producto. Las secuencias oligonucleétidas seleccionadas como sondas deben ser de
suficiente longitud y suficientemente inequivocas para que se minimicen los falsos positivos.

El oligonucledtido generalmente se marca de manera que pueda detectarse tras la hibridacién con ADN en la
biblioteca que se estd cribando. El procedimiento preferente de marcaje es la utilizaciéon de ATP marcado con **P con
polinucledtido quinasa, como es bien conocido en la técnica, para marcar radioactivamente el oligonucleétido. Sin
embargo, pueden utilizarse otros procedimiento para marcar el oligonucleétido, incluyendo, aunque sin limitarse a
ellos, la biotinilacién o el marcaje enzimaético.

Ocasionalmente, el ADN codificante del gen seleccionable y del gen de producto se encuentra precedido por
ADN codificante de una secuencia de sefial que presenta un sitio de corte especifico en el extremo N-terminal de la
proteina madura o polipéptido. En general, la secuencia de sefial puede ser un componente del vector de expresion,
o puede ser una parte del gen seleccionable o del gen de producto que se inserta en el vector de expresion. Si se
utiliza una secuencia de sefial heteréloga, preferentemente es una que resulte reconocida y procesada (es decir, cortada
por una peptidasa de sefial) por la célula huésped. Para la secrecién en levadura, la secuencia de sefial nativa puede
sustituirse por, por ejemplo, el lider de invertasa de levadura, el lider del factor alfa (incluyendo los lideres de factor «
de Saccharomyces 'y Kluyveromyces, estando descritos estos tltimos en la patente US n® 5.010.182, publicada el 23 de
abril de 1991) o el lider de fosfatasa dcida, el lider de la glucoamilasa de C. albicanas (patente EP n° 362.179, publicada
el 4 de abril de 1990) o la sefial descrita en la patente WO n° 90/13646, publicada el 15 de noviembre de 1990. En la
expresion en células de mamifero, la secuencia de sefial nativa de la proteina de interés es satisfactoria, aunque pueden
resultar adecuadas otras secuencias de sefial de mamifero, tales como secuencias de sefial de polipéptidos secretados
de la misma especie o de una especie relacionada, asi como lideres secretorios viricos, por ejemplo la sefial gD de
Herpes simplex. E1 ADN para esta regién precursora se encuentra ligado en el mismo marco de lectura que el gen
seleccionable o que el gen de producto.

Tal como se muestra en la Figura 1% el gen seleccionable se proporciona en el extremo 5 del constructo de
ADN Yy a este gen seleccionable le sigue el gen de producto. Por lo tanto, el mensaje de longitud completa (no
procesado) contendrda DHFR como el primer marco de lectura abierto y por lo tanto generard proteina DHFR para
permitir la seleccién de los transfectantes estables. El mensaje de longitud completa no se espera que genere cantidades
apreciables de la proteina de interés debido a que el segundo AUG en el mensaje dicistronico es un iniciador ineficiente
de traduccion en las células de mamifero (Kozak, J. Cell Biol. 115:887-903, 1991).

El gen seleccionable se encuentra situado dentro de un intrén. Los intrones son secuencias de nucleétidos no
codificantes, normalmente presentes dentro de muchos genes eucariéticos, que se eliminan de los precursores ARNm
nuevamente transcritos en un procedimiento multietapa denominado colectivamente empalme.

Se cree que un mecanismo Unico es responsable del empalme de los precursores ARNm en células de mamifero,
vegetales y de levadura. En general, el procedimiento de empalme requiere que los extremos 5’ y 3’ del intrén se
corten correctamente y los extremos resultantes del ARNm se unan con exactitud, de manera que se produce un
ARNm maduro con el marco de lectura apropiado para la sintesis de proteina. El andlisis de una diversidad de genes
mutantes de origen natural y construidos sintéticamente ha demostrado que los cambios de nucleétidos en muchas de
las posiciones dentro de las secuencias de consenso en los sitios de empalme 5’ y 3’ presenta el efecto de reducir o
eliminar la sintesis d¢ ARNm maduro (Sharp, Science 235:766, 1987; Padgett et al., Ann. Rev. Biochem. 55:1119,
1986; Green, Ann. Rev. Genet. 20:671, 1986). Los estudios mutacionales también han demostrado que las estructuras
secundarias de ARN que implican sitios de empalme pueden afectar a la eficiencia del empalme (Solnick, Cell 43:667,
1985; Konarska et al., Cell 42:165, 1985).

La longitud del intrén también puede afectar a la eficiencia del empalme. Realizacién mutaciones por delecidn de
diferentes tamafios dentro del intrén grande del gen de la beta-globina de conejo, Wieringa et al. determinaron que la
longitud minima del intrén necesaria para el empalme correcto es de aproximadamente 69 nucleétidos (Cell 37:915,
1984). Algunos estudios similares del intrén de la regién E1A del adenovirus han demostrado que una longitud de
intrén de aproximadamente 78 nucledtidos permite que se produzca un empalme correcto, aunque con una eficiencia
reducida. El incremento de la longitud del intrén hasta 91 nucleétidos restaura la eficiencia normal del empalme,
mientras que el truncado del intrén a 63 nucleétidos elimina el empalme correcto (Ulfendahl ez al., Nucl. Acids Res.
13:6299, 1985).
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Para que resulte 1til en la invencién, el intrén debe presentar una longitud que permita que el procesamiento del
intrén a partir del ARNm resulte eficiente. La preparacion de intrones de diferentes longitudes es una cuestion rutinaria,
implicando procedimientos bien conocidos en la técnica, tal como sintesis de novo o la mutagénesis por delecion in
vitro de un intrén existente. Tipicamente, el intrén presentard una longitud de por lo menos aproximadamente 150
nucledtidos, debido a que los intrones que son mas cortos que esta longitud tienden a procesarse menos eficientemente.
El limite superior para la longitud del intrén puede ser de hasta 30 kB o mds. Sin embargo, como proposicion general,
el intrén presenta una longitud generalmente inferior a aproximadamente 10 kB.

El intrén se modifica para contener el gen seleccionable no presente normalmente dentro del intrén utilizando cual-
quiera de los diversos procedimientos conocidos para modificar un 4cido nucleico in vitro. Tipicamente, se introduce
un gen seleccionable en un intrén en primer lugar cortando el intrén con una endonucleasa de restriccion, y después
uniendo covalentemente los fragmentos de restriccién resultantes con el gen seleccionable en la orientacién correcta
para la expresion de la célula huésped, por ejemplo mediante ligacién con un enzima ADN ligasa.

El constructo de ADN es dicistronico, es decir, el gen seleccionable y el gen de producto se encuentran ambos bajo
el control transcripcional de una sola regién reguladora transcripcional. Tal como se ha indicado anteriormente, la re-
gién reguladora transcripcional comprende un promotor. Entre las secuencias promotoras adecuadas para la utilizacién
con huéspedes levadura se incluyen los promotores para la 3-fosfoglicerato quinasa (Hitzeman et al., J. Biol. Chem.
255:2073, 1980) u otros enzimas glucoliticos (Hess et al., J. Adv. Enzyme Reg. 7:149, 1968, y Holland, Biochemistry
17:4900, 1978), tales como enolasa, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, hexoquinasa, piruvato descarboxilasa,
fosfofructoquinasa, glucosa-6-fosfato isomerasa, 3-fosfogliceratomutasa, piruvato quinasa, triosafosfato isomerasa,
fosfoglucosa isomerasa y glucoquinasa.

Otros promotores de levadura, que son promotores inducibles que presentan la ventaja adicional de que la transcrip-
cién se encuentra controlada por las condiciones de cultivo, son las regiones promotores para la alcohol deshidrogenasa
2, isocitocromo C, fosfatasa dcida, enzimas degradativos asociados con el metabolismo del nitrégeno, metalotioneina,
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, y enzimas responsables de la utilizacién de la maltosa y de la galactosa. Los
vectores y promotores adecuados para la utilizacion en la expresién de levadura se describen adicionalmente en Hit-
zeman et al., patente EP n® 73.657A. Los intensificadores de levadura se utilizan ventajosamente con promotores de
levadura.

Las secuencias de control de expresion son conocidas para los eucariotas. Virtualmente todos los genes eucariéticos
presentan una region rica en AT situada aproximadamente 25 a 30 bases corriente arriba del sitio en el que se inicia la
transcripcion. Otra secuencia situada 70 a 80 bases corriente arriba del inicio de transcripcién de muchos genes es una
regiéon CXCAAT en la que X puede ser cualquier nucleétido.

La transcripcidn de gen de producto a partir de vectores en células huésped de mamifero se encuentra controlada
por promotores obtenidos de los genomas de virus, tales como el virus de polioma, virus de la viruela aviar (patente
UK n°2.211.504 publicada el 5 de julio de 1989), adenovirus (tales como el adenovirus 2), virus del papiloma bovino,
virus del sarcoma aviar, citomegalovirus, un retrovirus, virus de la hepatitis B y mas preferentemente virus 40 del
simio (SV40) a partir de promotores de mamifero heterélogos, por ejemplo el promotor de actina o un promotor de
inmunoglobulina, a partir de promotores de choque térmico, y a partir del promotor asociado normalmente con el gen
de producto, con la condicién de que estos promotores sean compatibles con los sistemas de las células huésped.

Los promotores tempranos y tardios del virus SV40 se obtienen convenientemente como fragmento de restriccion
de SV40 que también contiene el origen de replicacion virico de SV40 (Fiers et al., Nature 273:113, 1978; Mulligan
y Berg, Science 209:1422-1427, 1980; Pavlakis et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:7398-7402, 1981). El promotor
temprano inmediato del citomegalovirus humano (CMV) se obtiene convenientemente en forma de fragmento E de
restricciéon HindIIl (Greenaway et al., Gene 18:355-360, 1982). Se da a conocer un sistema para expresar ADN en
huéspedes de mamifero utilizando el virus del papiloma bovino como vector en la patente US n° 4.419.446. Se describe
una modificacién de este sistema en la patente US n°® 4.601.978. Ver también Gray et al., Nature 295:503-508, 1982
sobre la expresiéon de ADNCc codificante de interfer6n inmunolégico en células de mono; Reyes et al., Nature 297:598-
601, 1982 sobre la expresion del ADNc del S-interferén humano en células de ratén bajo el control de un promotor
de la timidina quinasa del virus del herpes simplex (Canaani y Berg, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79:5166-5170, 1982,
sobre la expresion del gen del interferén $1 humano en cultivo de células de ratén y de conejo, y Gorman et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 79:6777-6781, 1982, sobre la expresion de secuencias CAT bacterianas en células de rifion de
mono CV-1, fibroblastos de embrién de pollo, células de ovario de hamster chino, células HeLa y células NIH-3T3 de
raton utilizando la repeticion terminal larga del virus del sarcoma de Rous como promotor.

Preferentemente, la region reguladora transcripcional en eucariotas superiores comprende una secuencia intensi-
ficadora. Los intensificadores son relativamente independientes de la orientacién y de la posicidn, al encontrarse en
orientacion 5’ (Lainins et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:993, 1981) y 3’ (Lusky et al., Mol. Cell Biol. 3:1108,
1983) respecto a la unidad de transcripcién, dentro de un intrén (Banerji et al., Cell 33:729, 1983), asi como dentro de
la secuencia codificante misma (Osborne et al., Mol. Cell Bio. 4:1293, 1984). En la actualidad se conocen muchas se-
cuencias intensificadoras de genes de mamifero (globina, elastasa, albtimina, a-fetoproteina e insulina). Tipicamente,
sin embargo, se utiliza un intensificador de un virus de célula eucariética. Entre los ejemplos se incluyen el intensifica-
dor de SV40 en el lado tardio del origen de replicacién (pb de 100 a 270), el intensificador del promotor temprano de
citomegalovirus (CMV), el intensificador de polioma en el lado tardio del origen de replicacién y los intensificadores
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de adenovirus (ver también Yaniv, Nature 297:17-18, 1982) sobre los elementos intensificadores para la activacién de
promotores eucaridticos). El intensificador puede empalmarse en el vector en una posicién 5° o 3’ del gen de producto,
pero preferentemente se sitia en un sitio 5’ respecto al promotor.

El constructo de ADN presenta un sitio de inicio transcripcional después de la region reguladora transcripcional
y una regién de terminacion transcripcional después del gen de producto (ver la Figura 1A). Estas secuencias se
proporcionan en el constructo de ADN utilizando técnicas que son bien conocidas en la técnica.

El constructo de ADN normalmente forma parte de un vector de expresion que puede presentar otros componentes,
tales como un origen de replicacién (es decir, una secuencia de acidos nucleicos que permite que el vector se replique
en una o mds células huésped seleccionadas) y, si se desea, uno o mas genes seleccionables adicionales. La construc-
cion de vectores adecuados que contienen las secuencias codificantes y de control deseadas utiliza técnicas de ligacién
estdndares. Los pldsmidos aislados o fragmentos de ADN se cortan, se ajustan y se religan en la forma deseada para
generar los plasmidos requeridos.

Generalmente, en los vectores de clonacidn, el origen de replicacién es uno que permite que el vector se replique
independientemente del ADN cromosémico del huésped, e incluye origenes de replicacion o secuencias de replicacién
auténoma. Estas secuencias son bien conocidas. El origen de replicacion del plasmido 2u es adecuado para la levadura
y diversos origenes viricos (SV40, polioma, adenovirus, VSV o BPV) resultan ttiles para los vectores de clonacién en
las células de mamifero. Generalmente, el componente origen de replicacion no resulta necesario para los vectores de
expresion de mamifero (el origen de SV40 tipicamente puede utilizarse s6lo porque contiene el promotor temprano).

La mayoria de los vectores de expresion son vectores “lanzadera”, es decir, son capaces de replicacién en por lo
menos una clase de organismos, pero pueden transfectarse en otro organismo para la expresion. Por ejemplo, se clona
un vector en E. coli y después el mismo vector se transfecta en células de levadura o de mamifero para la expresion,
aunque no es capaz de replicarse independientemente del cromosoma de la célula huésped.

Para el andlisis de confirmacidn de las secuencias correctas en los plasmidos, los pldsmidos de los transformantes
se preparan, se analizan mediante restriccidn y/o se secuencian mediante el procedimiento de Messing ef al., Nucleic
Acids Res. 9:309, 1981, o mediante el procedimiento de Maxam et al., Methods in Enzymology 65:499, 1980.

El vector de expresion con el constructo de ADN preparado tal como se ha comentado anteriormente se transforma
en una célula huésped eucaridtica. Las células huésped adecuadas para la clonacién o la expresion de los vectores de
la presente invencion son células de levadura o de eucariotas superiores.

Los microbios eucaridticos, tales como hongos filamentosos o levaduras, son huéspedes adecuados para vectores
que contienen el gen de producto. Saccharomyces cerevisiae, o levadura comun de panaderia, es el utilizado mas fre-
cuentemente de entre los microorganismos huésped eucariéticos inferiores. Sin embargo, se encuentran disponibles
comunmente y resultan ttiles en la presente invencidn varios otros géneros, especies y cepas, tales como S. pombe
(Beach y Nurse, Nature 290:140, 1981), Kluyveromyces lactis (Louvencourt et al., J. Bacteriol. 737, 1983), Yarrowia
(patente EP n° 402.226), Pichia pastoris (patente EP n° 183.070), Trichoderma reesia (patente EP n°® 244.234), Neuros-
pora crassa (Case et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76:5259-5263, 1979), y huéspedes Aspergillus, tales como A. ni-
dulans (Ballance et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 112:284-289, 1983, Tilburn et al., Gene 26:205-221, 1983;
Yelton et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:1470-1474, 1984, y A. niger (Kelly y Hynes, EMBO J. 4:475-479, 1985).

Las células huésped adecuadas para la expresion del gen de producto se derivan organismos multicelulares. Estas
células huésped son capaces de actividades complejas de procesamiento y glucosilacién. Como regla general, puede
utilizarse cualquier cultivo celular eucaridtico superior, procedente de cultivo de vertebrado o de invertebrado. Entre
los ejemplos de células de invertebrado se incluyen las células vegetales y de insecto. Se han identificado numerosas
cepas y variantes de baculovirus y células huésped de insecto permisivos correspondientes, tales como células huésped
de Spodoptera frugiperda (oruga), Aedes aegypti (mosquito), Aedes albopictus (mosquito), Drosophila melanogaster
(mosca de la fruta) y Bombyx mori. Ver, por ejemplo, Lucow et al., Bio/Technology 6:47-55, 1988; Miller et al., en:
Genetic Engineering, Setlow, J.K. ef al., editores, vol. 8 (Plenum Publishing, 1986), paginas 277 a 279; y Maeda et
al., Nature 315:592-594, 1985. Se encuentran a disposicién del ptblico una diversidad de dichas cepas viricas, por
ejemplo la variante L-1 de Autographa californica NPV y la cepa Bm-5 de Bombyx mori NPV, y estos virus pueden
utilizarse como el virus segtn la presente invencién, particularmente para la transfeccién de células de Spodoptera
frugiperda.

Pueden utilizarse como huéspedes cultivos de células vegetales de algodén, maiz, patata, soja, petunia, tomate
y tabaco. Tipicamente, se transfectan células vegetales mediante incubacién con determinadas cepas de la bacteria
Agrobacterium tumefaciens, que han sido previamente manipuladas para contener el gen de producto. Durante la in-
cubacion del cultivo de células vegetales con A. fumefaciens, el gen de producto se transfiere al huésped célula vegetal
de manera que se resulte transfectado y exprese, bajo las condiciones apropiadas, el gen de producto. Ademds, se
encuentran disponibles secuencias reguladoras y de sefal compatibles con las células vegetales, tal como el promotor
de la nopalina sintasa y las secuencias de sefial de poliadenilacién (Depicker et al., J. Mol. Appl. Gen. 1:561, 1982).
Ademas, algunos segmentos de ADN aislados de la regién corriente arriba del gen 780 de ADN-T son capaces de
activar o de incrementar los niveles de transcripcién de genes expresables en plantas en tejido vegetal que contiene
ADN recombinante. Patente EP n° 321.196 publicada el 21 de junio de 1989.
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Sin embargo, el mayor interés ha sido en las células de vertebrado, y la propagacién de las células de vertebrado en
cultivo (cultivo de tejido) se ha convertido en un procedimiento rutinario en afios recientes (Tissue Culture, Academic
Press, Kruse y Patterson, editores, 1973). Son ejemplos de lineas celulares de mamifero huésped dtiles la linea CV1
de rifion de mono transformada por SV40 (COS-7, ATCC CRL 1651); la linea renal embrionaria humana (293 o
células 293 subclonadas para el crecimiento en cultivo en suspension, Graham et al., J. Gen. Virol. 36:59, 1977); las
células renales de hamster neonato (BHK, ATCC CCL 10); células de ovario de hamster chino/-DHFR (CHO, Urlaub
y Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216, 1980); células CHO.dp12 (patente EP n° 307.247 publicada el 15 de
marzo de 1989); células de sertoli de ratén (TM4, Mather, Biol. Reprod. 23:243-251, 1980); células renales de mono
(CV1 ATCC CCL 70); células renales de mono verde africano (VERO-76, ATCC CRL-1587); células de carcinoma
cervical humano (HELA, ATCC CCL 2); células renales caninas (MDCK, ATCC CCL 34); células hepéticas de rata
bifalo (BRL 3A, ATCC CRL 144); células pulmonares humanas (W138, ATCC CCL 75); células hepdticas humanas
(HepG2, HB 8065); tumor mamario de ratén (MMT 060562, ATCC CCL51); células TRI (Mather et al., Annals N.Y.
Acad. Sci. 383:44-68, 1982); células MRC 5; células FS4; y una linea de hepatoma humano (HepG2).

Las células huésped se transforman con los vectores de expresion o de clonacién anteriormente descritos de la
presente invencidn y cultivarse en medios nutritivos convencionales modificados segtin resulte apropiado para inducir
promotores, seleccionar transformantes, o amplificar los genes codificantes de las secuencias deseadas.

Se utiliza la infeccién con Agrobacterium tumefaciens para la transformacion de determinadas células vegetales,
tal como describen Shaw et al., Gene 23:315, 1983 y la patente WO n° 89/05859, publicada el 29 de junio de 1989.
Para las células de mamifero sin estas paredes celulares, puede utilizarse el procedimiento de precipitacion con fosfato
de calcio de Graham y van der Eb, Virology 52:456-457, 1978. Los aspectos generales de las transformaciones de
sistemas de células huésped de mamifero han sido descritos por Axel en la patente US n° 4.399.216, publicada el
16 de agosto de 1983. Las transformaciones en levadura tipicamente se llevan a cabo segtin el procedimiento de Van
Solingen et al., J. Bact. 130:946, 1977 y Hsiao et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 76:3829, 1979. Sin embargo,
también pueden utilizarse otros procedimientos para introducir ADN en las células, tales como la inyeccién nuclear o
mediante fusién de protoplasto.

En la realizacién preferente, el ADN se introduce en las células huésped utilizando la electroporacién (ver Andrea-
son, J. Tiss. Cult. Meth. 15:56-62, 1993, para una revision de las técnicas de electroporacién que resultan utiles para
poner en préctica la invencién reivindicada. Se ha descubierto que las técnicas de electroporacién para introducir el
constructo de ADN en las células huésped resultan preferibles a las técnicas de precipitacion con fosfato de calcio en
la medida en que estas dltimas podrian provocar la rotura del ADN y la formacién de concatimeros.

Las células huésped de mamifero utilizadas para expresar el gen de producto en la presente invencion pueden
cultivarse en una diversidad de medios, tal como se comenta en la seccion de definiciones anterior. El medio contiene el
agente de seleccion utilizado para seleccionar las células huésped transformadas que han incorporado el constructo de
ADN (como elemento intracromosémico o extracromosémico). Para conseguir la seleccion del as células eucaridticas
transformadas, las células huésped pueden cultivarse en placas de cultivo celular y colonias individuales que expresan
el gen seleccionable (y de esta manera el gen de producto) pueden aislarse y cultivarse en medio de cultivo hasta el
agotamiento de los nutrientes. A continuacidn, las células huésped se analizan para la transcripcién y/o transformacién
tal como se comenta posteriormente. Las condiciones de cultivo, tales como la temperatura, pH y similares, son
aquéllas utilizadas anteriormente con la célula huésped seleccionada para la expresion, y resultardn evidentes para el
experto ordinario en la materia.

La amplificacioén y/o expresion génica puede medirse en una muestra directamente, por ejemplo mediante trans-
ferencia southern, transferencia northern convencionales para cuantificar la transcripcién en ARNm (Thomas, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 77:5201-5205, 1980), transferencia de puntos (andlisis de ADN), o hibridacién in situ, utili-
zando una sonda apropiadamente marcada, basada en las secuencias proporcionadas en la presente invencién. Pueden
utilizarse diversos marcajes, mds frecuentemente isdtopos radioactivos, particularmente 32P. Sin embargo, también
pueden utilizarse otras técnicas, tales como la utilizacién de nucleétidos modificados con biotina para la introduccién
en un polinucleétido. A continuacién, la biotina sirve como el sitio para la unién a avidina o a anticuerpos, que pueden
marcarse con una amplia diversidad de marcajes, tales como radionucleidos, fluorescentes, enzimas o similares. Al-
ternativamente, pueden utilizarse anticuerpos que pueden reconocer diplex especificos, incluyendo diplex de ADN,
diplex de ARN, y diplex hibridos ADN-ARN o diplex de ADN-proteina. Los anticuerpos a su vez pueden marcarse y
el ensayo llevarse a cabo con el diiplex unido a una superficie, de manera que al formarse el diplex sobre la superficie,
puede detectarse la presencia de anticuerpo unido al diplex.

Alternativamente, la expresién génica puede medirse mediante procedimientos inmunoldgicos, tales como la tin-
cién inmunohistoquimica de secciones de tejido y el ensayo de un cultivo celular o de liquidos corporales, para cuan-
tificar directamente la expresion del gen de producto. Con las técnicas de tincién inmunohistoquimica, se prepara
una muestra celular, tipicamente mediante deshidratacién y fijacion, seguida de la reaccion con anticuerpos marcados
especificos para el producto génico acoplado, en el que los marcajes habitualmente son visualmente detectables, tales
como marcajes enzimdticos, marcajes fluorescentes, marcajes luminiscentes, y similares. Una técnica de tincion parti-
cularmente sensible adecuada para la utilizacién en la presente invencion se describe en Hsu ef al., Am. J. Clin. Path.
75:735-738, 1980.
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En la realizacién preferente, el ARNm se analiza mediante PCR cuantitativa (para determinar la eficiencia de
empalme) y la expresion de proteinas se mide utilizando ELISA tal como se describe en el Ejemplo 1 en la presente
memoria.

El producto de interés preferentemente se recupera del medio de cultivo como polipéptido secretado, aunque tam-
bién puede recuperarse de los lisados de células huésped cuando se expresa directamente sin una sefial secretoria.
Cuando el gen de producto se expresa en una célula recombinante que no es de origen humano, el producto de interés
se encuentra completamente libre de proteinas o de polipéptidos de origen humano. Sin embargo, resulta necesario
purificar el producto de interés de las proteinas o polipéptidos celulares recombinantes para obtener preparaciones que
son sustancialmente homogéneas respecto al producto de interés. Como primera etapa, el medio de cultivo o lisado se
centrifuga para eliminar los residuos celulares particulados. Seguidamente, el producto de interés se purifica de pro-
tefnas y polipéptidos solubles contaminantes, por ejemplo mediante fraccionamiento en columnas de inmunoafinidad
o de intercambio i6nico; precipitacion con etanol; HPLC en fase reversa; cromatografia en resina de silice o en una
resina de intercambio catidénico, tal como DEAE; cromatoenfoque; SDS-PAGE; precipitacién con sulfato aménico;
electroforesis en gel utilizando, por ejemplo Sephadex G-75; cromatografia en columnas de plasmindgeno para unir
el producto de interés y columnas de proteina A-sefarosa para eliminar contaminantes tales como IgG.

Los ejemplos siguientes se proporcionan a titulo de ilustracién inicamente y no pretenden limitar la invencién en
modo alguno

Ejemplo 1
Produccion de tPA utilizando los vectores de expresion dicistronicos

Se buscé incrementar el nivel de homogeneidad con respecto a los niveles de expresion de clones estables mediante
la expresion de un marcador seleccionable (tal como DHFR) y la proteina de interés a partir de un solo promotor. Estos
vectores desvian la mayor parte del transcrito a la expresién de producto, ligdndola simultdneamente a una proporcién
fija a la expresion de DHFR a través del procesamiento diferencial.

Se construyeron vectores que se derivaron del vector pRK (Suva et al., Science 237:893-896, 1987) que contiene
un intrén entre el promotor temprano inmediato del citomegalovirus (CMV) y el ADNc que codifica el polipéptido
de interés. El intrén de pRK es de 139 nucledtidos de longitud, presenta un sitio donador de empalme derivado del
gen temprano inmediato de citomegalovirus (CMVIE) y un sitio aceptor de empalme procedente de un gen de regioén
variable (Vy) de cadena pesada de IgG (Eaton et al., Biochem. 25:8343, 1986).

Los vectores de DHFR/intrén se construyeron insertando un linker EcoRV en el sitio BSTX1 presente en el intrén
de pRK?7. Se insert6 un fragmento de 830 pares de bases que contenia un fragmento codificante de DHFR de rat6n
para obtener vectores de expresion de DHFR-intrén que diferian tinicamente en la secuencia que comprende el sitio
donador de empalme. Estas secuencias se alteraron solapando la mutagénesis por PCR para obtener secuencias con
sitios donadores de empalme correspondientes en los exones 3 y 4 de genes Ras normales y mutantes. También se
utilizé la PCR para destruir el sitio donador de empalme.

Se insert6 un fragmento de ADNc de DHFR de ratén (Simonsen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:2495-2499,
1983) en el intrén de este vector 59 nucledtidos mds abajo del sitio donador de empalme. El sitio donador de empalme
de este vector se alter6 mediante mutagénesis para modificar la proporcion entre mensaje procesado a no procesado
en las células transfectadas. Anteriormente se habia demostrado que un solo cambio de nucleétido (G a A) convirtié
un sitio donador de empalme relativamente eficiente en el gen ras normal en un sitio de empalme eficiente (Cohen
et al., Nature 334:119-124, 1988). Este efecto ha sido demostrado en el contexto del gen ras y ha sido confirmado
cuando estas secuencias se transfirieron en constructos de hormona de crecimiento humana (Cohen et al., Cell 58:461-
472, 1989). Ademas, se construy6 un sitio de empalme 5’ no funcional (GT CA) como control (AGT). Se insert6 un
polilinker 35 nucleétidos mas abajo del sitio de empalme 3’ para aceptar el ADNc de interés. Un vector que contenia
tPA (Pennica et al., Nature 301:214-221, 1983) se linearizé mds abajo del sitio de poliadenilacion antes de introducirlo
en células CHO (Potter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:7161, 1984).

Se introdujeron plasmidos de ADN que contenian DHFR/intrén, tPA y (a) ras de tipo salvaje (ras WT), ver la Figura
3 (SECID n° 1), (b) ras mutante, o (c) sitio donador de empalme no funcional (AGT) en células CHO DHFR-negativas
mediante electroporacion. Se linearizaron cada uno de los vectores de intrén mds abajo del sitio de poliadenilacién
mediante tratamiento con endonucleasa de restriccion. El vector de control se linearizé mds abajo del segundo sitio
de poliadenilacién. Los ADNs se precipitaron con etanol tras la extraccién con fenol/cloroformo y se resuspendieron
en 20 ul de Tris EDTA 1/10. A continuacién, se incubaron 10 ug de ADN con 107 células CHO.dp12 (patente EP n°
307.247, publicada el 15 de marzo de 1989) en 1 ml de PBS sobre hielo durante 10 minutos antes de la electroporacién
a 400 voltios y 330 uf utilizando un electroporador celular BRL.

Las células se introdujeron nuevamente en hielo durante 10 minutos antes de sembrarse en placas en medio no

selectivo. Tras 24 horas, las células se alimentaron con medio libre de nucleésidos para seleccionar los clones DHFR*
estables, que se agruparon. Los clones DHFR* agrupados se lisaron y se prepararon los ARNm.
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Para preparar el ARNm, se extrajo el ARN de 5 x 107 células que se cultivaron a partir de pools de mas de 200
clones derivados de la transfeccion estable de los tres vectores, la construccidén esencial de los cuales se muestra en
la Figura 1B y a partir de células CHO no transfectadas. Se purificé el ARN sobre oligo-DT celulasa (Collaborative
Biomedical Products). A continuacion, se sometieron 10 ug de ARNm a transferencia northern, que implic6 correr el
ARNm en un gel de 1,2% de agarosa y 6,6% de formaldehido, y transferirlo a un filtro de nilén (membrana Stratagene
Duralon-UV), prehibridado, sondeado y lavado siguiendo las instrucciones del fabricante.

El filtré se sonded secuencialmente utilizando sondas (mostradas en la Figura 1B) que podian detectar: (a) el
mensaje de longitud completa, (b) el mensaje de tanto longitud completa como procesado, o (c) beta-actina. El sondeo
con la sonda larga demostré que el vector que contenia el sitio donador de empalme eficiente (es decir ras WT)
generaba predominantemente un ARNm del tamafio predicho para el producto procesado, mientras que los otros dos
vectores dieron lugar principalmente a un ARNm de un tamafio que correspondia al del mensaje no procesado. La
sonda de DHFR detect6 sélo el mensaje de longitud completa y demostré que el vector derivado de sitio donador
de empalme ras WT generaba muy poco mensaje de longitud completa con el que proporcionar un fenotipo DHFR-
positivo.

La Figura 4 muestra el nimero de colonias DHFR-positivas tras electroporaciones por duplicado con los tres
vectores de intrén indicados anteriormente y de un vector convencional que presenta un promotor de CMV que regula
tPA y un promotor de SV40 que regula DHFR (ver la Figura 2). El incremento del nimero de colonias se produjo en
paralelo al incremento del mensaje de longitud completa acumulado con la modificacién de los sitios donadores de
empalme. El vector convencional genera colonias eficientemente y no es significativamente diferente del constructo
AGT.

El nivel de expresion de tPA se determind sembrando células en 1 ml de F12:DMEM (50:50 con 5% de FBS)
en placas de 24 pocillos hasta casi confluencia. El crecimiento de las célula continué hasta agotar el medio. A con-
tinuacidn, se sometio a ensayo el medio mediante ELISA para la produccién de tPA. Brevemente, se recubrieron los
pocillos de una placa de microtitulacién de ELISA con anticuerpo anti-tPA, se afiadieron muestras de medio a los
pocillos, seguido de lavado. A continuacién, se cuantific6 la unién del antigeno (tPA) utilizando anticuerpo anti-tPA
marcado con peroxidasa de rabano picante (HRPO).

La Figura 5A ilustra los titulos de proteina tPA secretada tras agrupar los clones de cada grupo mostrado en la
Figura 4. Aunque el nimero de colonias se increment6 con un debilitamiento de la funcién donadora de empalme, se
observo lo contrario con respecto a la expresion de tPA. Los niveles de expresion eran consistentes con los productos
ARN que se observaron; a medida que se procesa mds mensaje dicistronico, una cantidad creciente de mensaje con-
tendrd tPA como el primer marco de lectura abierto, resultando en una expresion incrementada de tPA. Una mutacién
de GT a CA en el sitio donador de empalme resulta en una abundancia de colonias DHFR-positivas que expresan
niveles indetectables de tPA, resultando posiblemente de la utilizacion ineficiente del segundo AUG. Se subraya que
la Figura 5A también muestra que los niveles de expresion obtenidos de uno de los vectores dicistrénicos (con SD
de ras WT) eran aproximadamente tres veces superiores que los obtenidos con el vector de control que contiene un
promotor/intensificador de CMV que regula tPA, un promotor/intensificador de SV40 que controla DHFR, y sefiales
de poliadenilacién de SV40 que controlan la expresion de tPA y DHFR.

Ademds, se investigd la homogeneidad de la expresion en los pools. La Figura 5B muestra que la totalidad de los 20
clones generados por los vectores dicistrénicos de sitio donador de empalme ras WT expresaban niveles detectables de
tPA, mientras que tinicamente 4 de 20 clones generados por el vector de control expresaban tPA. Ninguno de los clones
transfectados con el vector no procesado (AGT) expresé niveles de tPA detectables mediante ELISA. Este resultado
es consistente con observaciones anteriores de que relativamente pocos clones generados por vectores convencionales
sintetizan niveles ttiles de proteina.

Se increment? la expresion de tPA tras la amplificacion con metotrexato de los pools. La Figura 5SC muestra que se
incrementé marcadamente (en 8,4 y en 7,7 veces) la expresion de dos de los pools derivados de vector dicistrénico (es
decir, sitios SD de ras WT y de ras mutante), mientras que el pool generado por el vector convencional se incrementd
s6lo ligeramente (2,8 veces) al someter cada uno a Mtx 200 nM. Se obtuvo un incremento global de 9 veces utilizando
el mejor vector dicistronico (SD de ras WT) frente al vector convencional tras la amplificacién. El crecimiento del
pool amplificado de expresién mds elevada en medio de produccién rico en nutrientes rindi6 titulos de 4,2 pg/ml de
tPA.

Se demostré que la manipulacién de la secuencia donadora de empalme altera la proporcidn entre mensaje proce-
sado y mensaje de longitud completa y el nimero de colonias que se forman en medio selectivo. También se demostré
que los vectores de expresion dicistronicos generan clones que expresan niveles elevados de proteinas recombinantes.
Inesperadamente, result6 posible aislar expresores elevados que presentaban el sitio donador de empalme eficiente de
ras WT mediante seleccion para las células DHFR* a pesar de la eficiencia con la que el gen DHFR se procesa a partir
de los precursores de ARN formados en estas células.
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Ejemplo 2
Produccion de TNFr-1gG utilizando vectores de expresion dicistronicos

Para demostrar la aplicabilidad general de este enfoque, se evalué un segundo producto en el sistema de vector
dicistrénico que contenia, como el ADN de interés, una inmunoadhesina (TNFr-IgG) capaz de unirse a factor de
necrosis tumoral (TNF) (Ashkenazi et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:10535-10539, 1991). Los experimentos
descritos en el Ejemplo 1 anteriormente se repitieron esencialmente excepto en que el gen de producto codificaba la
inmunoadhesina TNFr-IgG. Se introdujeron plasmidos de ADN que contenian un ADNc de TNFr-IgG y (a) ras de WT,
ver la Figura 6 (SEC ID n° 2), (b) ras mutante, o (c) sitio donador de empalme no funcional (AGT) se introdujeron
en las células CHO.dp12 tal como se ha comentado en el Ejemplo 1. Ver la Figura 1C para una ilustracién de los
constructos de ADN.

Se descubrié que el niimero de colonias DHFR-positivas generadas por tres de estos vectores era similar al obser-
vado con los constructos de tPA. La expresion de TNFr-IgG también fue comparable a la observada con los constructos
de tPA (Figura 7A). La amplificacién de pools de dos de los constructos mostré un marcado incremento de la expresién
de la inmunoadhesina (9,6 y 6,8 veces) (Figura 7B). Los mejores de estos pools amplificados expresaron 9,5 ug/ml al
cultivarlos en medio de produccién rico en nutrientes.

De esta manera, nuevamente se demostrd que los vectores de expresion dicistronicos generan clones que expresan
niveles elevados de proteinas recombinantes. Ademads, al contrario de lo esperado, se descubri6 que el aislamiento de
células huésped DHFR* de expresioén de producto elevada resultaba posible utilizando un sitio donador de empalme
eficiente (es decir, el sitio donador de empalme de ras WT).

Ejemplo 3
Produccion de anticuerpo utilizando un vector de expresion dicistronico

Se evalu6 la utilidad de este sistema para la expresién de anticuerpo mediante el ensayo de la produccién de un anti-
cuerpo dirigido contra IgE (Presta et al., Journal of Immunology 151:2623-2632, 1993). Adem4s, se someti6 a ensayo
la flexibilidad del sistema con respecto al inicio de la transcripcién mediante la sustitucién del promotor/intensificador
de CMYV presente en los vectores anteriores, con el promotor/intensificador derivado de la regién temprana del virus
SV40 (Griffin, B., Structure and Genomic Organization of SV40 and Polyoma Virus, en: J. Tooze [Editor] DNA Tu-
mor Viruses, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York). La cadena pesada del anticuerpo se
insert6 mds abajo de DHFR, tal como se ha descrito en los constructos anteriores de tPA y de TNFr-IgG. Ademads, se
construyé una nueva secuencia de sitio donador de empalme (GAC:GTAAGT) en el vector que correspondia al sitio
donador de empalme de consenso mds estrechamente que los sitios donadores de empalme presentes en los vectores
sometidos a ensayo en los Ejemplos 1 y 2. Se muestra el vector de expresion resultante en las Figuras 1D y 9.

Se descubrié que dicho vector producia menos colonias que los vectores anteriormente sometidos a ensayo, y
produjo predominantemente un producto de ARN procesado. Se construyé un segundo vector para que la cadena
ligera del anticuerpo estuviese bajo el control del promotor/intensificador de SV40 y poli-A, y el gen de resistencia a
la higromicina B bajo el control del promotor/intensificador de CMV y poli-A de SV40. Estos vectores se linearizaron
en sitios Hpal tnicos mds abajo de la sefial poli-A, se mezclaron en una proporcién de vector de cadena ligera a
vector de cadena pesada de 10:3 y se electroporaron en células CHO utilizando un protocolo optimizado (tal como se
comenta en los Ejemplos 1y 2).

La Figura 11 muestra los niveles de anticuerpo expresados por clones y pools tras la seleccién en higromicina B
seguido de la seleccidn para la expresion de DHFR. La totalidad de los 20 clones analizados expresé niveles elevados
de anticuerpo al cultivarlos en medio rico en nutrientes y present6 diferencias entre ellos de s6lo un factor de cuatro.
Se generd un pool de clones productores de anticuerpo y se sometié a ensayo poco después de su establecimiento. Se
cultivo el pool continuamente durante 6 semanas sin reduccion significativa de la productividad, demostrando que su
estabilidad era suficiente para generar cantidades de gramos de proteina en su cultivo a gran escala.

El pool se sometié a amplificacién con metotrexato a 200 nM y a 1 uM y alcanzé un incremento de mas de 2 veces
del titulo de anticuerpo. El pool resistente a Mtx 1 uM alcanzé un titulo de 41 mg/l al cultivarlo bajo condiciones
Optimas en cultivo en suspension.

Se examind la estructura del anticuerpo expresado. Las proteinas expresadas por el pool resistente a metotrexato
200 nM y por un clon de expresién bien caracterizado generado por vectores convencionales (Presta et al., supra,
1993) se marcaron metabdlicamente con S* cisteina y S* metionina. En particular, se marcaron metabdlicamente
placas celulares confluyentes de 35 mm con 50 uCi cada una de S-35-metionina y de S-35-cisteina (Amersham)
en suero libre de cisteina y F12:DMEM libre de metionina. Tras una hora, se afladié6 medio de produccién rico en
nutrientes y se permitié que las proteinas marcadas se “marcasen” en el medio durante seis horas adicionales. Las
proteinas se corrieron en SDS/PAGE al 12% (NOVEX) no reducido o tras su reduccién con B-mercaptoetanol. Los
geles secos se expusieron a pelicula durante 16 horas. También se marcaron células CHO de control.
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La mayoria de la proteina anticuerpo se segrega con un peso molecular de aproximadamente 155 kilodaltons,
consistente con una molécula de anticuerpo apropiadamente ligada con disulfuro con 2 cadenas ligeras y 2 cadenas
pesadas. Tras la reduccion, el peso molecular se desplaza a 2 proteinas de abundancia aproximadamente igual de 22,5
y 55 kilodaltons. La proteina generada de este pool no puede distinguirse del anticuerpo producido por el clon de
expresion bien caracterizado, sin incremento aparente de cadena pesada o ligera libre expresada por el pool.

Conclusion

El sistema de expresion eficiente descrito en la presente invencidn utiliza vectores que consisten de elementos
de promotor/intensificador seguidos de un intrén que contenia la secuencia codificante de marcador seleccionable,
seguido del ADNCc de interés y de una sefial de poliadenilacién.

Se sometieron a ensayo varias secuencias de sitio donador de empalme para su efecto sobre el niimero de colonias
y la expresion del ADNc de interés. Se utilizé un sitio donador de empalme no funcional, sitios donadores de empalme
que se encuentran en un intrén entre los exones 3 y 4 de las formas mutante (ras mutante) y normal (ras WT) del gen
Ras de Harvey y otro sitio SD eficiente (ver el Ejemplo 3). Los vectores se disefiaron para dirigir la expresién de
transcritos primarios dicistrénicos. Dentro de una célula transfectada algunos de los transcritos conservan la longitud
completa, mientras que el resto son procesados extrayendo la secuencia codificante de la DHFR. Cuando el sitio
donador de empalme se debilita o resulta destruido, se observa un incremento del nimero de colonias.

Los niveles de expresién mostraron el patrén inverso, generando los sitios donadores de empalme mads eficientes
los niveles mds elevados de tPA, de inmunoadhesina TNF4 o de VH de anti-IgE.

La homogeneidad de la expresiéon de los clones generados por los vectores de DHFR-intrén sitio donador de
empalme ras se comparé con clones generados a partir de un vector convencional con un promotor/intensificador y
una sefial de poliadenilacién separadas para cada DHFR y tPA. El vector de intrén DHFR da lugar a colonias que son
mucho mads homogéneas con respecto a la expresion que aquéllas generadas por el vector convencional. Los clones no
expresantes derivados del vector convencional pueden ser el resultado de roturas en el dominio de tPA o de TNFr-IgG
del plasmido durante la integracién en el genoma, o el resultado de la metilacidn de elementos promotores Busslinger
et al., Cell 34:197-206, 1983; Watt et al., Genes and Development 2:1136-1143, 1988) de control de la expresion de
tPA o de TNFr-IgG. El silenciamiento de un promotor mediante metilacién, o roturas en los vectores de DHFR-intrén
muy probablemente los incapacitaria para proporcionar un fenotipo DHFR-positivo.

Se descubrié que los pools generados por los vectores DHFR-intrén podian amplificarse en metotrexato y que
incrementan la expresion en un factor de 8,4 (tPA) o de 9,8 (TNFr-IgG). Los pools de los vectores convencionales
se incrementaron s6lo en 2,8 y en 3,0 veces para tPA y TNFr-IgG al amplificarlos de manera similar. Los pools
amplificados resultaron en niveles de tPA 9 veces mas elevados y niveles de TNFr-IgG 15 veces mds elevados en
comparacién con los pools amplificados con el vector convencional.

Sin limitarse a ninguna teoria en particular, el incremento de expresion de los pools resistentes a metotrexato deri-
vados de los vectores dicistrénicos probablemente se debe al ligamiento transcripcional de DHFR y producto; cuando
las células se seleccionan para la expresion incrementada de DHFR, sobreexpresan consistentemente el producto. Los
enfoques convencionales carecen de ligamiento de expresién de marcador seleccionable y ADNc y, por lo tanto, la
amplificacion con metotrexato frecuentemente da lugar a la sobreexpresiéon de DHFR sin incremento concomitante de
la expresion de producto.

Se obtuvo un incremento adicional de 4 y 6,3 veces al transferir pools amplificados de tPA y de TNFr-IgG desde
los medios utilizados para las selecciones y las amplificaciones a un medio de produccién rico en nutrientes.

En el Ejemplo 3, el vector de expresion presentaba un sitio donador de empalme de correspondencia mds estrecha
con la secuencia donadora de empalme de consenso y presentaba insercion corriente arriba de la cadena pesada de un
anticuerpo anti-IgE humanizado. Este vector se linearizé y se co-electropord con un segundo vector linearizado que
expresaba el gen de resistencia a la higromicina y la cadena ligera del anticuerpo cada uno bajo el control de su propio
promotor/intensificador y sefiales de poli-A. Se utilizé un exceso de vector de expresion de cadena ligera sobre el
vector de expresion dicistrénico de cadena pesada para inclinar la expresion en favor de la cadena ligera. Se generaron
clones y un pool tras las selecciones con higromicina B y con DHFR. Se descubri6 que los clones expresaban niveles
elevados relativamente consistentes de anticuerpo, al igual que el pool. El pool de 1 M alcanzé un titulo de 41 mg/1
al cultivarlo bajo condiciones 6ptimas en cultivo en suspension.

Se evalué el anticuerpo anti-IgE mediante marcaje metabdlico seguido de SDS/PAGE bajo condiciones reductoras
y no reductoras y se descubrié que no podia distinguirse de la proteina expresada por una linea celular clonal altamente
caracterizada. Es de particular importancia el resultado de que no se observase ninguna cadena ligera libre en el pool
respecto al clon.

Se ha desarrollado un sistema de expresion estable para las células CHO que produce niveles elevados de protei-
nas recombinantes rdpidamente y con menos esfuerzo que el requerido por otros sistemas de expresion. El sistema
de vector genera clones estables que expresan niveles consistentemente elevados, reduciendo de esta manera el nd-
mero de clones que deben cribarse para obtenerse una linea clonal altamente productiva. Alternativamente, se han
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utilizado pools para generar convenientemente niveles moderados a elevados de proteina. Este enfoque puede resultar
particularmente ttil cuando debe expresarse y compararse varias proteinas relacionadas.

Sin limitarse a esta teoria, resulta posible que los vectores que presenten sitios donadores de empalme muy efi-
cientes generen clones muy productivos debido a que muy poco transcrito queda sin procesar, de manera que sélo los
sucesos de integracion que conducen a la generacion de niveles elevados de ARN producen suficiente proteina DHFR
para dar lugar a colonias en medio selectivo. El nivel elemento de mensaje procesado de estos clones seguidamente se
traduce en cantidades abundantes de la proteina de interés. Los pools de clones preparados concurrentemente mediante
la introduccidn de vectores convencionales expresaron niveles inferiores de proteina y eran inestables con respecto a la
expresion de largo plazo, y la expresion no pudo incrementarse apreciablemente al someter las células a amplificacién
con metotrexato.

El sistema desarrollado en la presente invencion es versdtil en que permite generar con rapidez niveles elevados
de polipéptidos de una o miiltiples subunidades a partir de clones o pools de transfectantes estables. ESte sistema de
expresion combina las ventajas de los sistemas de expresion transitorios (generacién rdpida y no laboriosa de canti-
dades investigativas de proteina), con el desarrollo simultdneo de lineas celulares de produccién estables altamente
productivas.
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REIVINDICACIONES

1. Constructo de ADN que comprende un sitio de inicio transcripcional, un sitio de terminacién transcripcional,
un gen seleccionable, un gen de producto proporcionado en orientacién 3’ respecto al gen seleccionable, una regién
reguladora transcripcional que regula la transcripcion tanto del gen seleccionable como del gen de producto, estando
situado el gen seleccionable dentro de un intrén que presenta un sitio donador de empalme en orientacién 5’ respecto
al intrén, en el que el sitio de la secuencia donadora de empalme regula la expresion del gen de producto utilizando la
region reguladora transcripcional y el gen seleccionable es un gen amplificable.

2. Constructo de ADN segtin la reivindicacién 1, en el que el sitio donador de empalme comprende una secuencia
donadora de empalme de consenso.

3. Constructo de ADN segun la reivindicacion 1, en el que el sitio donador de empalme comprende la secuencia
GACGTAAGT.

4. Constructo de ADN segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el gen amplificable es DHFR.

5. Constructo de ADN segiin la reivindicacién 1, en el la region reguladora transcripcional comprende un promotor
y un intensificador.

6. Vector que comprende el constructo de ADN segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores.

7. Vector segtn la reivindicacion 6 que es capaz de replicacion en un huésped eucaridtico.

8. Célula huésped eucaridtica que comprende el vector segun la reivindicacién 6 6 7.

9. Célula huésped eucaridtica que comprende el constructo de ADN segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a

10. Célula huésped eucaridtica que comprende el constructo de ADN segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a
5 integrado en un cromosoma de la célula huésped.

11. Célula huésped segiin la reivindicacién 10 que es una célula de mamifero.

12. Procedimiento para producir un producto de interés, que comprende cultivar la célula huésped segtin cualquiera
de las reivindicaciones 8 a 11 de manera que expresen el gen de producto, y recuperar el producto a partir del cultivo
de la célula huésped.

13. Procedimiento segtin la reivindicacion 13, que comprende recuperar el producto del medio de cultivo.

14. Procedimiento para producir un producto de interés que comprende cultivar la célula huésped segtin cualquiera
de las reivindicaciones 8 a 11, de manera que expresen el gen de producto en un medio selectivo que comprende
un agente de amplificacién durante tiempo suficiente para permitir que se produzca la amplificacién, y recuperar el
producto.

15. Procedimiento para producir células eucaridticas que presentan multiples copias de un gen de producto que
comprende transformar células eucaridticas con el constructo de ADN segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5,
cultivar las células en un medio selectivo que comprende un agente de amplificacién durante un tiempo suficiente para

que se produzca la amplificacidn, y seleccionar las células que presentan multiples copias del gen de producto.

16. Procedimiento segtin la reivindicacién 15, en el que el constructo de ADN se introduce en las células eucario-
ticas mediante electroporacion.

17. Procedimiento segtin la reivindicacién 15, que comprende ademas cultivar las células seleccionadas de manera
que expresen el gen de producto, y recuperar de las células seleccionadas el producto de interés.
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LISTA DE SECUENCIAS

(1) INFORMACION GENERAL:

@
(ii)

(iii)
(iv)

v)

(vi)

(vii)

(viii)

(ix)

SOLICITANTE: GENENTECH, INC.

TITULO DE LA INVENCION: PROCEDIMIENTO PARA LA SELECCION DE CELULAS HUESPED

DE EXPRESION ELEVADA
NUMERO DE SECUENCIA: 4

DIRECCION POSTAL:
(A) DESTINATARIO: Genentech, Inc.
(B) CALLE: 460 Point San Bruno Blvd
(C) CIUDAD: South San Francisco
(D) ESTADO: California
(E) PAIS: EUA
(F) ZIP: 94080
FORMA LEGIBLE POR ORDENADOR:
(A) TIPO DE MEDIO: 5,25 pulgadas, disquete de 360 Kb
(B) ORDENADOR: IBM PC Compatible
(C) SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: patin (Genentech)

DATOS ACTUALES DE LA SOLICITUD:
(A) NUMERO DE SOLICITUD:
(B) FECHA DE PRESENTACION:
(C) CLASIFICACION:

DATOS ANTERIORES DE LA SOLICITUD:
(A) NUMERO DE SOLICITUD: 08/286740
(B) FECHA DE PRESENTACION: 05-AGOSTO-1994

DATOS DEL CESIONARIO/AGENTE:
(A) NOMBRE: Lee, Wendy M.
(B) NUMERO DE REGISTRO: 00.000
(C) NUMERO DE REFERENCIA/EXPEDIENTE: 798PCT

INFORMACION DE TELECOMUNICACIONES:
(A) TELEFONO: 415/225-1994
(B) TELEFAX: 415/952-9881
(C) TELEX: 910/371-7168

(2) INFORMACION DE LA SECID n° I:

®

(xi)

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 7360 bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: lineal

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n° I:
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TTCGAGCTCG CCCGACATTG ATTATTGRCT AGTTATTAAT AGTAATCAAT 50
TACGGGGTCA TTAGTTCATA GCCCATATAT GGAGTTCCGC GTTACATAAC 100

TTACGGTAAA TGCCCCGCCT GOCTGACCGC CCAACGACCC CCGCCCATTG 150

ACGTCAATAA TGACGTATGT TCCCATAGTA ACACCAATAG GGACTTTCCA 200

TTGACGTCAA TGGGTGGAGT ATTTACGGTA AACTGCCCAC TTGGCAGTAC 250

ATCRAGTGTA TCATRTGCCA AGTACGCOCCC CTATTGACGT CAATGACGGT 300

AAATOACCOCG CCTGGCATTA TGCCCAGTAC ATGACCTTAT GGGACTTITCC 350

TACTTGACAG TACATCTACG TATTAGTCAT CGCTATTACC ATGGTGATGC 400

GGTTTTGGCA GTACATCAAT GGGACGTGAAT AGCGAETTTAA CTCACGEOGA 450

TITCCAAGTC TCCACCCCAT TGACGTCAAT GGEUAGTTTGT TTTOGCACCA 500

AAATCAACGS GACTTTCCAA AATGTCGTAA CAACTCCGCC CCATTGACGC 550

ARATGGGCGE TAGGCOTGTA CEGTGGGAGGE TCTATATAAG CAGAGCTCAT 600

TTAGTGAALC GTCAGATCGC CTGGAGACGT CATCCACGCT GTTTTGACCT 6§50

CCATAGAAGA CACCEGGACC GATCCAGCCT CCGCGGCCGE GAACGGTGCA 700

TTGGAACACG GATTCCCOGT GCCAAGAGTG CTOTAAGTAC CGCCTATRAGA 750
GOGATAAGAG GATTTTATEC CCGUTGCCAT CATGSTTCGA CCATTGAACT 800
GCATCATCGC CATGTCCOCAA AATATCGGGA TTOGCAAGAR CAGGAGARCCTA 850

CCOTGCCCTC CGCTCAGGARA CGOGTTCAAG TACTTCCARAA GAATGACCAC 900

AACCTCTTCA GTGGAAGGTA AACAGAATCT GETGATTATG GGTAGGAMAA 950
CCTGGTTICTC CATTCCTGAC AAGAATCGAC CTTTAAAGGA CAGAATTAAT 1000

ATAGTTCTCA GTAGAGAACT CAAAGARCCA CCACGAGGAG CTCATTTTCT 10850

TGCCAAMRGT TTGGATCGATG CCTTARGACT TATTGAACAA COGGAATTGG 1100
CAAGTAAAGT AGACATGGTT TGOATAGTCG GAGGCAGTTC TGTTTACCAG 1150

GRAGCCATOR ATCAACCAGG CCACCTTAGA CTCTTTGTGA CAAGGATCAT 1200

GCAGGARTTT GAAMAGTGACA CGTTTTTCCC AGAAATTIGAT TTGGGGAAAT 1250

ATAAACCTCT CCCAGAATAC CCAGGCQETCC TCTOTAAGAT CCAGGAGGAA 1300

ARAGGCATCA AGTATAAGTT TGAAGTCTAC GAGAAGAARG ACTAACAGGA 1350

AGATGCTTTC ARGTTCTCTG CTCCCOCTOCT AAAGCTATGC ATTTTTATAA 1400
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GACCATGGGA CTTTIGCTGG CTTTAGRCCC CCTTAGCTTC GTTAGAACGC 1450
GGCTACAATT AATACATAAC CTTATGTATC ATACRCATAG ATTTAGGTGA 1500
CACTATAGAA TAACATCCAC TTTGCCTTTC TCTCCACAGG TGTCACTCCA 1550
GGTCAACTGC ACCTCAATTC TAAGCTTGGG CTGCAGATCG CCATGAATTT 1600
ARGGGACGCT GTGAAGCAAT CATGGATGCA ATGARGAGAG GGCTCTGCTG 1650
TATGCTGCTG CTGTGTGGAG CAGTCTTCAT TTCGCCCAGC CAGGAAATCC 1700
ATGCCCGATT CAGAAGAGGA GCCAGATCTT ACCAAGTGAT CTGCAGAGAT 1750
GAARAAACGC AGATGATATA CCAGCAARCAT CAGTCATGGC TGCGCCCTGT 1800
GCTCAGAAGC AACCGGGTGG AATATTGCTG GTGCAACAGT GGCAGGGCAC 1850
AGTGCCACTC AGTGCCTGTC AMAGTTGCA GCGAGCCAAG GTGTTTCAALC 1900
GGGOGCACCT GCCAGCAGGC CCTGTACTTC TCAGATTTCG TGTGCCAGTG 1950
CCCCGAAGGA TTTGCTGGGA AGTGCTGTGA AATAGATACC AGGGCCACGT 2000
GCTACGAGGA CCAGGGCATC AGCTACAGGG GCACGTGGAG CACAGCGGAG 2050
AGTGGCGCCG AGTGCACCAA CTGGAACAGC AGCGCGTTGG COCAGAAGCC 2100
CTACAGCGGG CUGAGICCAG RCGCCATCAG GCTGGGCCTG GGGAACCACA 2150
ACTACTGCAG AAACCCAGAT CGAGRCTCAA AGCCCTGGETG CTACGTCTTT 2200
AAGGCGGGGA AGTACAGCTC AGAGTTCTGC AGCACCCCTG CCTACTCTGA 2250
GGGAAACAGT GACTGCTACT TTGGGAATGG GTCAGCCTAC CGTGGCACGC 2300
ACAGCCTCAC CGAGTCGGGT GCCTCCTGCC TCCCGTGGAA TTCCATGATC 2350
CTGATAGGCA AGGTTTACAC AGCACAGAAC CCCAGTGCCC AGGCACTGGG 2400
CCTGGGCAAA CATAATTACT GCCGGAATCC TGATGGAGAT GCCAAGCCCT 2450
GGTGCCACGT GCTGAAGAAC CGCAGGCTGA CGTGGGAGTA CTGTGATGTG 2500

CCCTCCTGCT CCACCTGCGG CCTGAGACAG TACAGCCAGC CTCAGTTTCG 2550
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CATCAAAGGA GGACTCTTCG COGACATCGC CTCCCACCCC TOGCAGGCTG 2600
CCRTCTTTGC CAAGCACAGG AGGTCGCCOG GAGAGCGSTT CCTGTACGGEG 2650
GGCATACTCA TCAGCTCCTG CTGGATTCTC TCTGCCGCCC ACTGCTTCCA 2700
GGAGAGGTTT COGCCCCACC ACCTGACGAT GATCTTAGAC AGAACATACC 2750
GAGTGGTCCT TUGCGAGGAG GAGCAGAAAT TTGAAGTOGA AAAATACATT 2800
GTCCATAAGG AATTCGATGA TGACACTTAC GACAATGACA TTGCGCTGCT 2850
GCAGCTGAAR TCGAATTCGT CCCACTOTGC CCAGGAGAGC AGCGTGGTCC 2800
GCACTGTGTG CCTTCOCCCG GOGGACTTGC AGCTGCCGGA CTGGACGGAG 2950
TATAAGCTCT COGGCTACGG CAAGCATGAG GCCTTGTCTC CTTTCTATTC 3000
GGAGCGGCTG AAGGAGGCTC ATATCAGACT GTACCCATCC AGCCGCTGCA 3050
CATCACAACA TTTACTTAAC AGAACAGTCA COGACAACAT GCTGTGTGCT 3100
GGAGACACTC GGAGCGGCEG GCCCCAGGCA AACTTGCACG ACGCCTGCCA 3150
GGGCGATTCG GGAGGCCCCC TGGTOTGTCT GAACGATGGC CGCATGACTT 3200
TGGTGGGCAT CATCAGCTGG GGCCTGEGCT GTGGACAGAA GGATGTCCCG 1150
GGTGTGTACA CCARGGTTAC CARCTACCTA GACTGGATTC GTGACAACAT 3300
GCGACCGTGA CCAGGAACAC CCGACTCCTC AAAAGCAAAT GAGATCCCGC 1350
CTCTTCTTCT TCAGAAGRCA CTGCAARGGC GCAGTGCTTC TCTACAGACT 3400
TCTCCAGACC CACCACACCG CAGAAGCGGG ACGAGACCCT ACAGGRGAGS 3450
GAAGAGTGCA TTTTCCCAGA TACTTCCCAT TTTGGAAGTT TTCAGGACTT 1500
GGTCTGATTT CAGGATACTC TGTCAGATGG GARGACATGR ATGCACACTA 3550
GCCTCTCCAG GAATGCCTCC TCCCTGGGCA GARGTGGGGE GAATTCAATC 3600

GATOGCCGCC ATGGCCCAAC TTGTTTATTA CAGCTTATAA TGGTTACAAA 3650

TAAAGCAATA GCATCACAAA TTTCACAAAT ARAGCATTTT TTTCACTGCA 1700
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TTCTAGTTGT GGTTTGTCCA ARCTCATCAA TGTATCTTAT CATGTCTGGA 3750
TCGATCGGGA ATTAATTCGG CAGCAGCACCA TGGCCTGAAA TARCCTCTGA 3900
AAGAGGAACT TGGTTAGGTA CCTTCTGAGG CGGAAAGAAC CAGCTGTGGA 3850
ATGTGTGTCA GTTAGIGTGT GGAAAGTCCC CAGECTCCCC AGCAGGCAGA 3900
AGTATGCAAR GCATGCATCT CAATTAGTCA GCAACCAGGT GTGGAARGTC 3950
CCOCAGGCTCC CCAGCAGGCA GAAGTATGCA AAGCATGCAT CTCARTTAGT 4000
CAGCAACCAT AGTCCCGCCC CTAACTOOAGC CCATCCOGCC CCTAACTCCG 4050
CCCAGTTCCG COCATTCTCC GCCCCATGGC TGACTAATTT TTTITTATTTA 4100
TGCAGAGGECC GAGGCCGCCT CGGCCTCTGA GCTATTCCAG AAGTAGTGAG 4150
GAGGCTTTTT TGGAGGCCTA GGCTTTTGCA AAAAGCTGTT ARCAGCTTGG 4200
CACTGGCCGT CGTTTTACAA CGTCOGTGACT GGGAAAACCC TGGCOGTTALC 4250
CAACTTAATC GCCTTGCAGC ACATCCCCCC TTCGCCAGCT GGCGTAATAG 4300
CGAAGAGGCC CGCACCAATC GCCCTTCCCA ACAGTTGCGT AGCCTGAATG 4350
GCGAATGGCGE CCTGATGCGG TATTTTCTCC TTACGCATCT GTGCOGGTATT 4400
TCACACCGCA TACGTCAAAG CAACCATAGT ACGCGCCCTG TAGCOGGOGCA 4450
TTAAGCGCGG CGAGTATGGT GATTACGCGE AGCGTGACCG CTACACTTGC 4500
CAGCGCCCTA GCGCCCGCTC CTTTOGCTTT CTTCCCTTCC TTTCTCGCCA 4550
CGTTCGCCGG CTTTCCCCGT CAAGCTCTAA ATCGGAGECT CCCTTTAGGG 4600
TTCOGATTTA GTGCTTTACG GCACCTCGAC CCCAAARAAC TTGATTTGGG 4650
TGATGGTTCA CGTAGTGGGC CATCGCCCTG ATAGACGATT TTTCGCCCTT 4700
TGACGTTGGA GTCCACETTC TTTAATAGTG GACTCTTGTT CCARACTGGA 4750
ACAACACTCA ACCCTATCTC GGGCTATTCT TTTCGATTTAT AAGGGATTTT 46800

GCCGATTTCG GCCTATTGAT TAAAAAATGA GCTGATTTAA CAAAAATTTA 4850
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ACGCGAATTT TAACAAAATA TTAACGTTTA CAATTTTATG GTGCACTCTC 4500
AGTACAATCT GCTCTGATGC CGCATAGTTA AGCCAACTCC GCTATCGCTA 4950
CGTAACTAGG TCATGGCTAEC GCCCOGACAT COGCCAACAC CCACTGACGE 5000
GCCCTAACGGE GCTTETCTGC TCOCGGCATC CGCTTACAGA CAAGCTGTGA 5050
CCGTCTCOGG GAGCTACATG TGTCAGAGST TTTCACCGTC ATCACCGAAA 5100
COCGORRGGC AGTATTCTTG AAGACGAAAG GGCCTOCTAA TACGCCTATT 5150
TTTATAGGTT ARTGTCATGA TAATAATGGT TTCTTAGACG TCAGGTGGCA 5200
CTTTTCGGGSG AAATGTGCGC GARACCCCTA TTTGTTTATT TTTCTAARTA 5250
CATTCAARTA TOTATCCGCT CATGRAGACAA TAACCCTGAT AAATGCTTCA S300
ATARTATTGA AAAAGGARGA GTATGAGTAT TCAACATTTC CGTGTCGCCC 5350
TTATTCCCTT TTTTGCGGCA TTTTGCCTTC CTGTTTTTGC TCACCCAGAA S400
ACGCTGGTGA ARGTAARAGA TGCTGAAGAT CAGTTGGGTG CACGAGTGGG 5450
TTACATCGRA CTGGATCTCA ACAGCGGTAA GATCCTTGAG AGTTTTCGCC 5500
CCGAAGAACG TTTTCCAATG ATGAGCRCTT TTAAAGTTCT GCTATGTGGE 5550
GCOGTATTAT CCCGTGATGA CGCOGGACAR GAGCAACTCG GTCGCCGCAT $600
ACACTATTCT CAGAATGACT TGGTTGAGTA CTCACCAGTC ACAGARAAGE 5650
ATCTTACGGA TGGCATGACA GTAAGAGAAT TATGCAGTGC TGCCATAACC 5700
ATGAGTGATA ACACTGCGGC CAACTTACTT CTGACAACGA TCGGAGGACC 5750
GAAGGAGCTA ACCGCTTTTT TGCACAACAT GGGGGATCAT GTAACTCGCC 56800
TTGATCGTTG GGARCCGGAG CTGAATGAAG CCATACCAAA CGACGAGCGT 5850
GACACCACGA TGCTAGCAGC AATGGCAALA ACGTTGCGCA AACTATTAAC 5500
TGGCGAARCTA CTTACTCTAG CTTCCOGGCA ACAATTAATA GACTGAATGS $950

AGGCGGATAA AGTTGCAGAA CCACTTCTAC GCTCAGCCCT TCCGGCTARC 6000
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TCATTTATIG CTGATAAATC TGGAGCCOGGT GAGCGTGGGT CTOGCAGTAT 6050
CATTGCAGCA CTGGGACCAG ATGGTAAGCC CTCCCGTATC GTAGTTATCT 6100
ACACGRCGGGE GAGTCAGGCA ACTATGGATG AACGAAATAG ACAGATCGCT 6150
GAGATAGGTG CCTCACTGAT TAAGCATTGG TAACTGTTAG ACCAAGTTTA 6200
CTCATATATA CTTTAGATTG ATTTAAAACT TCATTTTTAR TTTAAAAGGA 6250
TCTAGGTGAA GATCCTTTTT GATAATCTCA TGACCAAAAT CCCTTAACGT 6300
GAGTTTTCGT TCCACTGAGC GTCAGACCCC GTAGAAARGA TCARAGGRTC 6350
TTCTTGAGAT CCTTTTTTTC TGOGCGTAAT CTGCTGCTTG CAARCAAAAA 6400
ARCCACCACT ACCAGCGGTG GTTTGTTTAC CGGATCAAGA GCTACCAACT 6450
CTTTTTCCGA AGGTAACTGG CTTCAGCAGA GCGCAGATAC CAAATACTGT 6500
CCTTCTAGTG TAGCCGTAGT TAGGCCACCA CTTCAAGARC TCTGTAGCAC 6550
CGCCTACATA CCTCGCTCTG CTAATCCTGT TACCAGTGGC TGCTGCCAGT 6600
GGCGATAAGT CGTGTCTTAC CGGGTTGGAC TCAAGACGAT AGTTACCGGA 6650
TAAGGCGCAG CGATCAGGCT GARCGGGGGG TTCGTGCACA CAGCCCAGCT 6700
TGGAGCGAAC GACCTACACC GAACTGAGAT ACCTACAGCG TGAGCATTGA 6750
GARAGCGCCA CACTTCCOGA AGGGAGAAAG GCOGACAGGT ATCCGGTAASG 6800
COSCAGGUTC GGAACAGGAG AGCGCACGAG GAGAGCTTCCA GGGGGAAARCG 6850
CCTGGTATCT TTATAGTCCT GTCGGGTTITC GCCACCTCTG ACTTGAGCGT 6900
CGATTTTTGT GATGCTCGTC AGGAGGGCGG AGCCTATGAA AAAACGCCAG 6950
CAACGCOGGCC TTTTTACGGT TCCTGGCCTT TTGCTGGCCT TTTGCTCACA 7000
TCTTCTTTCC TGCGTTATCC CCTAATTCTS TGGATAACCG TATTACCACC 7050
TTTGAGTGAG CTGATACCGC TCGUCGCAGC COARCGACCG AGCGCAGCGA 7100

GTCAGTGAGC GAGGAAGCGG AAGAGCGCCC AATACGCAAA CCBCCTCTCC 7150
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CCGOGCATTG GCCGATTCAT TAATCCAGCT GGCACGACAG GTTTCCCGAC 7200
TGGAAAGCGG GCAGTGAGCG CAACGCAATT AATGTGAGTT ACCTCACTCA 7250
TTAGBCACCC CAGACTTTAC ACTTTATGCT TCCGGCTOGT ATGTTGTGTG 7300
GARTTGTGAG CGGATARCAR TTTCACACAG GAAACAGCTA TGACCATGAT 7350

TACGAATTAA 7360

(2) INFORMACION DE LA SEC ID n° 2:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA

(A) LONGITUD: 6889 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico

(C) CADENA: doble

(D) TOPOLOGIA: lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n° 2:

TTOGAGCTCG CCCGACATTS ATTATTGACT AGTTATTAAT AGTAATCAAT S50

TACGGGGTCA TTAGTTCATA GCCCATATAT GGAGTTCCGC GTTACATAAC 100

TTACGGTAAAR TGACCCGCCT GGCTGRACCGC CCAACGACCC CCGCCCATTG 150

ACGTCAATAA TGACGTATGT TCCCATAGTA ACGCCAATAG GGACTTTCCA 200

TTGACGTCAA TGGGTGGAGT ATTTACGGTA AACTGCCCAC TTGGCAGTAC 250

ATCAAGTGTA TCATATGCCA AGTACGCCCC CTATTGACGT CAATGACGGT 300

AAATGGCCCG CCTGGCATTA TGCCCAGTAC ATGACCTTAT GGGACTITCC 350

TACTTGGCAG TACATCTACG TATTAGTCAT CGCTATTACC ATGGTGATGC 400

GGTTTTGGCA GTACATCAAT GGGCATAGAT AGCGGTTTGA CTCACGAGGA 450

TTTCCAAGTC TCCACCCCAT TGACGTCAAT GGGAGTTTAT TTTGGCACCA S00

ARATCAACGG GACTTTCCAA AATGTCGTAA CAACTCCGCC CCATTGACGS 550

AAATGGGCGAE TAGGCGTATA COGGTGGGAGG TCTATATAAG CAGAGCTCGT 6090

TTAGTGAACC GTCAGATCGC CTGGAGACGC CATCCRCGCT GTTTTGACCT 650

CCATAGAAGA CACCGGGACC GATCCAGCCT CCGCARBCCGG GARCGGTGCA 700
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TTGGAACGCSG GATTCCCOGT GCCAAGAGTG CTGTAAGTAC CGCCTATAGA 750

GCGATAAGAG GATTTTATCC COGCTGCCAT CATGGTTCGA CCATTAAACT 000

GCATCGTUGC CGTGTCCCAR ARTATGGGGA TTGGCAARGAA CGGAGACCTA 850

CCCTACCCTC CACTCAGGAA CGCGTTCAAG TACTTCCAAA GAATGACCAC 900

AACCTCTTCA GTGGARGGTA AACAGAATCT GGTGATTATO GGTAGGAARRA 950

CCTGGTTCTC CATTCCTGAG AAGAATCGAC CTTTAAAGGA CAGAATTAAT 1000
ATAGTTCTCR GTAGAGARCT CAAAGARCCA CCACGAGGAG CTCATTTTCT 1050
TGCCAARRGT TTGGATGATG CCTTAAGACT TATTGAACAA CCGGAATTGG 1100
CAAGTAAAGT AGACATGGTT TGGATAGTCG GAGAGCAGTTC TGTTTACCAG 1150
GAAGCCATGA ATCAACCAGG CCACCTTAGA CTCTTTGTGA CARGGATCAT 1200
GCAGGAATTT GAAAGTGACA CGTTTTTCCC AGRAATTGAT TTGGGGARAAT 1250
ATAARCCTCT CCCAGAATAC CCAGGCGTCC TCTCTGAGAT CCAGGAGGAA 1300
AAAGGCATCA AGTATARGTT TGAAGTCTAC GAGAAGAAAG ACTAACAGGA 13S0
AGATGCTTTC AAGTTCTCTG CTCCCCTCCT AAAGCTATGC ATTTTTATAA 1400
GACCATGGGA CTTTTGCTGG CTTTAGACCC CCTTGGCTTC GTTAGAACGT 1450
GGCTRCAATT ARTACATAAC CTTATGTATC ATACACATAG ATTTAGGTGA 1500
CACTATAGAA TAACATCCAC TTTGCCTTTC TCTCCACAGG TGTCACTCCA 1550
GGTCAACTGC ACCTCGGTTC TATCGATTGA ATTCCCCGGC CATAGCTGTC 1600
TGGUATGGUL CTUTCCALCS TGCCTBACCT CCTGCTGCCE CTGGTGOTCE 1650
TAGAGCTATT GGTGGGARTA TACCCCTCAG GGGTTATTGE ACTGGTCCCT 1700
CACCTAGGGG ACAGGGAGAA GAGAGATAGT GTGTGTCCCC AAGGAAAATA 1750
TATCCACCCT CAAAATAATT CGATTTGCTG TACCAAGTGC CACAAAGGAA 1800

CCTACTTGTA CAATGACTGT CCAGGCCCGG GGCAGGATAC GGACTGCAGG 1850
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GAGTATGAGA GCGOCTCCTT CACCACTTCA GAAARCCACC TCAGACACTG 1900
CCTCAGCTGC TCCAAATGCC GAAAGGAAAT GGGTCAGATG GAGATCTCTT 1950
CTTGCACAGT GGACCGGGAC ACCGTGTGTG GCTGCAGGAR GAACCASGTALC 2000
CGGCATTATT GGRGTGAAAA CCTTTTCCAG TGCTTCAATT GCAGCCTCTG 2050
CCTCAATGGG ACCGTGCACC TCTCCTGCCA GGAGAAACAG AACACCGTGT 2100
GCACCTGCOCA TGCAGATTTC TTTCTAAGAG AMACGAGTG TGTCTCCTGT 2150
AGTARCTGTA AGAAAAGCCT GGAGTGCACG AAGTTGTGCC TACCCCAGAT 2200
TGAGAATGTT ARGGGCACTG AGGACTCAGG CACCACAGAC AAGAGAGTTG 2250
AGCTCAAAAC CCCACTTGGT GACACAACTC ACACATGCCC ACGITGCCCA 2300
GAGCCCAAAT CTTGTGRCAC ACCTCCCCCG TGCCCACGST GCCTAGAGCCT 2350
CARMATCTTIUT GACACACCTTC CCCCATGICE ACGETGOCTCA GAGTCCARAT 2400
CTTGTGACAC ACCTCCCCCA TGCCCACGGT GCOCAGCACT TGAACTCCTS 2450
GGAGGACCGT CAGTCTTCCT CTTCCCCCCA ARACCCAAGG ATACCCTTRT 2500
GATTTCCCGG ACCCCTGAGG TCACGTGOGT GGTGUTGGAC GTARGCCACGE 2550
AAGACCCOCGR GGTCCAGTTC ARGTGGTACG TGGACGGCGT QGAGITUCAT 2600
AATGCCAAGA CARAGCCGCG GGAGGAGCAG TTCAACAGCA CGTTCCGTAT 2650
GGTCAGCATC CTCACCGTCC TGCACCAGGA CTGGCTGAAC GGCAAGGBAGT 2700
ACAAGTGCAA GGTCTCCARC AAAGCCCTCC CAGCCCCCAT CGAGAAAACC 2750
ATCTCCAARA CCARAGGACA GCCCCGAGAA CCRCAGGTAET ACACCCTGCC 2800
CCCATOCCGG GAGGAGATGA CCAAGAACCA GGTCAGCCTG ACCTGCCTGG 2050
TCAAAGSCTT CTACCCCAGC GACATCGCCG TGGAGTGGGA GAGCAGCGEGE 2900
CAGCCGGAGA ACAACTACAA CACCACGCCT CCCATGCTGG ACTCCGACGS 2950

CTCCTTCTTC CTCTACAGCA AGCTCACCGT GGACAAGAGC AGGTGGCAGC 3000
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AGGGGAACAT CTTCTCATGC TCCGTGATGE ATGAGGCTCT GCACARCOGE 3050
TTCACGCAGA AGAGCCTCTC CCTUTCTCCOG GETAAATGAG TGCGACGACC 3100
GGGGATCCTC TAGAGTCGAC CTGCAGARGC TTGGCCACCA TGGCCCARCT 3150
TGTTTATIGC AGCTTATAAT GGTTACARAT AAAGCAATAG CATCACAART 3200
TTCACAAATA AAGCATTTTT TTCACTGCAT TCTAGTIGTG GTTTGTCCAA 3250
ACTCATCAAT GTATCTTATC ATGTCTGGAT CGATCGGGAA TTARTTCGGC 3300
GCAGCACCAT GGCCTGAAAT AACCTCTGAA AGAGGAACTT GGTTAGGTAC 3350
CTTCTGAGGC GGAAAGAACC AGCTGTGGAR TGTGTGTCAG TTAGGATGTG 3400
GAARGTCCCC AGGCTCCCCA GCAGGCAGAA GTATGCAAAG CATGCATCTC 3450
AATTAGTCAG CARCCAGGTG TGGAAAGTCC CCAGGCTCCC CAGCAGGCAG 3500
ARGTATGCAR AGCATGCATC TCAATTAGTC AGCAACCATA GTCCCGCCCC 3550
TAACTCCGCC CATCCOGOCC CTAACTCCGC CCAGTTCCGL CCATTCTCCG 3600
CCCCATGGCT GACTAATTTT TTTTATTTAT GCAGAGGCOG AGGCCGCCTC 3650
GGCCTCTGAG CTATTCCAGA AGTAGTGAGG AGGCTTTTTT GGAGICCTAG 3700
GCTTTTGCAA AAAGCTGTTA ACAGCTTGGC ACTGGCOGTC GTTITACAAC 3750
GTCGTGACTG GGARAACCCT GGCGTTACCC AACTTAATCG CCTTGCAGCA 3800
CATCCCCCCT TCGCCAGCTG GOGTAATAGC GAAGAGGCCC GCACCGATCG 3850
CCCTTCCCAR CAGTTGCGTA GCCTGAATGE CGAATGACGC CTGATGCGST 1900
ATTTTCTCCT TACGCATCTG TGCGGTATTT CACACCGCAT ACGTCAARGC 3950
AACCATAGTA CGCGCCCTGT AGCGGCGCAT TAAGCGCGGS GGGTGTGGTG 4000
GTTACGCGCA GOGTGACCGC TACACTTGCC AGCGCCCTAG CGCCCGOTCC 4050
TTTCGCTTTC TTCCCTTCET TTCTCGCCAC GTTCGCOGGE TTTCCCOGTC 4100

AAGCTCTAAA TCAGGGGCTC COTTTAGGGET TCCGATTTAG TGCTTTACGS 4150
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CACCTCGACC CCARAAAACT TGATTTGGAGT GATAGTTCAC GTAGTGAGCC 4200
ATCGCCCTIGA TAGRCGGTTT TTCGCCCTTT GACGTTGGAG TCCACGTTCT 4250
TTAATAGTGG ACTCTTGTTC CAAACTGGAA CAACACTCAA CCCTATCTCG 4300
GGCTATTCTIT TTGATTTATA AGAGATTTTC COBATTTCGG CCTATTGGTT 4350
AAMARAAATGAG CTGATTTAAC AAAAATTTAA CACGAATTTT AACAAAATAT 4400
TARCGTTTAC RATTTTATGG TGCACTCTCA GTACAATCTG CTCTGATGCC 4450
GCATAGTTAR GCCARCTCCG CTATCGCTAC GTGACTGGGT CATGGCTGOG 4500
CCCCGACACC CGCCAACACC CGCTAACGOG CCCTGACAGG CTTATCTGCT 4550
CCCOGCATCC GCTTACAGAC ARGCTGTGAC CGTCTCCGGE AGCTGCATGT 46400
GTCAGAGGTT TTCACCGTCA TCACCGAAAC GOGCGAGGCA GTATTCTTGA 4650
AGACGAAAGUH GCCTTUGTGAT ACGOCTATTT TTATAGGTTA ATGTCATGAT 4700
ARTAATGGTT TCTTAGACTT CAGATGGCAC TTTTCGGGGA AATATGCGCA 4750
GAACCCCTAT TTGTTTATTT TTCTAAATAC ATTCARATAT GTRTCCGCTC 4800
ATGAGACAAT AACCCTGATA AATGCTTCAA TAATATTGAA AAAGGAAGAG 4850
TATGAGTATT CAACATTTCC GTGTCGCCCT TATTCCCTTT TTTGCOQGCAT 4900
TTTGCCTTCC TGTTTTTACT CACCCAGAAA CGCTGGTGAA AGTAAAAGAT 4950
GCTGAAGATC AGTTOGATGC ACGAGTGGGT TACATCGAAC TGGATCTCAA 5000
CAGCAGTAAG ATCCTTGAGA GTTTTCGCCC CGAAGAACST TTTCCAATGA 5050
TGAGCACTTT TAAAGTTCTG CTATGTGGCG CGGTATTATC CCGTGATGAC 5100
GCCGGACARG AGCAACTCGG TCGCCGCATA CACTATTCTC AGAATGACTT S150
GATTGAGTAC TCACCAGTCA CAGAAAAGCA TCTTACGGAT GGCATGACAG 5200
TAAGAGAATT ATGCAGTGCT GCCATAACCA TGAGTGATAR CACTGCOGGCC 5250

ARCTTACTTC TGACAACGAT CUGAGGACCG ARGGAGCTAA CCGCTTTTTT S300
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GCACAACATG GGGGATCATG TAACTCACCT TGATCGTTGG GAACCGEAGC 5350
TGAATARAAGC CATACCAAAC GACGAGCGTG ACACCACGAT GCCAGCAGCA 5400
ATGGCARCAA OGTTGCGCAA ACTATTAACT GGCGAACTAC TTACTCTAGC 5450
TICCCGGCAR CAATTAATAG ACTGGATGGA GGCGGATAAR GTTGCAGGAS 5500
CACTTCTGCG CTCEGCOCCTT COGGCTAGCT GGTTTATTGC TGATAAATCT $550
GGAGCCGGTG AGCGTUGATC TCGCAGTATC ATTGCAGCAC TGGGGCCAGA 5600
TGGTAAGCCC TCCOGTATCG TAGTTATCTA CACGACGGGG AGTCAGGCAR 5650
CTATGGATGA RCGAAATAGA CAGATCGCTG AGATAGGTGC CTCACTGATT 5700
AAGCATTGGT AACTGTCAGA CCAAGTTTAC TCATATATAC TTTAGATTGA 5750
TTTAAACTT CATTTTTAAT TTAARAGGAT CTAGGTGAAG ATCCTITTTG S800
ATAATCTCAT GRCCARAATC CCTTAACGTG AGTTTTCATT CCACTGAGCG 5650
TCAGACCCCG TAGAARAGAT CAAAGGATCT TCTTGAGATC CTTTTTTTCT $900
GCGCGTAATC TACTGCTTGT AAACARARAAA ACCACCGCTA CCAGCGGTEG 5950
TTITGCTTTGCC GGATCAAGAG CTACCAACTC TTTTTCCGAA GGTAACTGGC 6000
TTCAGCAGAS CGCAGATACC ARATACTGTC CTTCTAGTGT AGCCGTAGTT 6050
AGGCCACCAC TTCAAGAACT CTGTAGCACC GCCTACATAC CTCACTCTGC 6100
TAATCCTGTT ACCAGTGGCT GCTGCCAGTG GCGRTAAGTC GTGTCTTACC 6150
GGATTGGACT CARGACGATA GTTACCGGAT ARGGCACAGC GOTCGGACTG 6200
AACGGGEGGET TCGTGCACAL AGCCCTAGCTT GGAGCGAACG ACCTACACCG 6250
AACTGAGATA CCTACAGCGT GAGCATTGAS AAAGCGCCAC GCTTCCCGAA 6300
GGGAGAAAGG CGGACAGGTA TCCAGTAAGC GGCAGGGTCG GAACAGGAGA 6350
GCGCACGAGSE GAGCTTCCAG GGGGAAACGC CTGGTATCTT TATAGTCCTG 6400

TCGGGTTTCG CCACCTCTARA CTTARGCITC GATTTTTGTG ATGCTCGTCA 6450

13
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GGGGGGOGAA GCCTATGGAR AAACGCCAGC AACGCGGCCT TTTTACGGTT 6500
CCTGGCCTTT TGCTGGCCTT TTBCTCACAT GTTCTTTCCT GCRTTATCCC 6550
CTGATTCTAT GRATAARCCGT ATTACCGCCT TTGAGTGAGC TGATACCGOT 6600
CGCCGCAGCC GAACGACCGR GCGCAGCGAG TCAGTGAGCG AGAAAGCGGA 6650
AGAGCGCCTA ATACGCAAAC CGCCTCTCCC CGCGCGTTGG COGATTCATT 6700
ARTCCAGCTG GCACGACAGG TTTCCCGACT GGAAAGCGGG CAGTGRGCGE 6750
AARCGCAATTA ATGTGAGTTA CCTCACTCAT TAGGCACCCC AGGCTTTACA 6800
CTTTATGCTT CCGGCTCOGTA TGTTGTGTGA AATTGTGAGC GGATAACAAT 6650
TTCACACAGG AAACAGCTAT GACCATGATT ACGAATTAR 6889

(2) INFORMACION DE LA SEC ID n° 3:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 6557 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n° 3:

TTCGAGCTCG CCOGACATTG ATTATTGACT AGAGTCGATC GACAGCTGTG 50

GAATGTGTGT CAGTTAGEGT GTGGAAAGTC CCCAGGCTCC CCAGCAGGCA 100
GAAGTATGCA AAGCATGCAT CTCAATTAGT CAGCAACCAG GTGTGGAAAG 150
TCCCCAGGCT CCCCAGCAGG CAGAAGTATG CARARGCATGC ATCTCAATTA 200
GTCAGCAACC ATAGTCCCGC CCCTAACTCC GCCCATCCCG CCCCTARCTC 250
CGCCCAGTTC CBCCCATTCT CCOCCCCATG GCTGACTAAT TTTTTTTATT 300
TATGCAGAGG CCGAGGCCGC CTCGECCTTCT GAGCTATTCC AGAAGTAGTG 350
AGGASGCTTT TTTGGAGGCC TAGGCTTTTG CAARRAGCTA GCTTATCCGG 400

COGBGAACGE TACATTGGAA CGCGGATTCC CCOTACCANG AGTGACGTAA 450

GTACCGCCTA TAGAGCGATA AGAGGATTTT ATCCCCGCTG CCATCATGAT 500
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TCGACCATTG AACTGCATCG TCOGCCATOTC CCAARATATG GGGATTAGCA 550
AGARCGGAGR CCTACCCTGG CCTCOCGCTCA GGAACGAGTT CAAGTACTTC 600
CAAAGAATGA CCACAACCTC TTCAGTGGAA GGTAAACAGA ATCTGGTGAT 650
TATGOGTAGE AARACCTGAT TCTCCATTCC TGAGRAGAAT CGACCTTTAA 700
AGGACAGAAT TAATATAGTT CTCAGTAGAG AACTCAAAGA ACCACCACGA 780
GGAGCTCATT TTCTTGCCAR ARGTTTOGAT GATGCCTTAA GACTTATTGA 800
ACARCCGGAR TTGGCAAGTA AAGTAGACAT GGTTTGGATA GTCGGAGGCA 850
GTTCTOTITTA CCAGGAAGCC ATGAATCAAC CAGGCCACCT TAGACTCTTT $00
GTGACAAGGA TCATGCAGGA ATTTGAARGT GACACGTTTIT TCCCAGAAAT 950
TGATTTGGGG AAATATARAC CTCTCCCAGA ATACCCAGGC GTCCTCTCTG 1000
AGGTCCAGGA GGAAARAGGC ATCAAGTATA AGTTTGAAGT CTACGAGAAG 1050
AAAGACTAAC AGGAAGATGC TTTCAAGTTC TCTGCTCCOC TCCTAAAGCT 1100
ATGCATTTTT ATAAGACCAT GGGACTTTTG CTGGCTTTAG ATOCCCTTGG 1150
CTTCGTTAGA ACGCAGCTAC AATTAATACA TAACCTTATG TATCATACAC 1200
ATACGATTTA GGTGACACTA TAGATAACAT CCACTTIGCC TTTCTCTCCA 1250
CAGGTGTCCA CTCCCAGGTC CAACTGCACC TCGGTTCTAT CGATTGAATT 1300
CCACCATGGA ATGATCATAT ATCATCCTTT TTCTAGTAGC AACTGCAACT 1350
GGAGTACATT CAGAAGTTCA GCTGETGGAG TCTOGCGETG GCCTGGTGCA 1400
GCCAGGGGGC TCACTCCGTT TGTCCTATGC AGTTTCTGGC TACTCCATCA 1450
CCTCCGGATA TAGCTOGAAC TGGATCCGTC AGGCTUCCGGE TAAGGGCCTS 1500
GAATGGGTTG CATCGATTAC GTATGCCGGA TCGACTAACT ATARCCCTAG 1550
CGTCAAGGGC CGTATCACTA TAAGTCGOGA CGATTCCAAA AACACATTCT 1600

ACCTGCAGAT GAACAGCCTG CGTGCTGAGG ACACTGCCOGT CTATTATTGT 1650
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GCTCGAGGCA GOCACTATTT CGGCGCCTGE CACTTCGCCG TGTGGGGTCA 1700
AGGAACCCTG GTCACCUTCT CCTCAGCCTC CACCANGGAC CCATCGATCT 1750
FCCCCOTARC ACCCTCOTCC AAGAGCACCT CTGGGIGCAC AGCGGCOCTG 1800
GGCTGCCTGS TCARGGACTA CTTCCCCAAA CCGGTEACES TGTCATGAAA 1850
CTCAGGCGEC CTGACCAGCS GCOTGCACAC CTTCCCAGCT GTCCTACAGT 1900
CCTCAGGACT CTACTCCCTC AGCAGCGTGG TGACTGTGCC CTCTAGCAGC 1950
TTOGGCACCE AGACCTACAT CTGCAACGTG AATCACAAGC CCAGCAACAC 2000
CAAGGTGGRC ARGRAAGTTG AGCCCAARTC TTGTAACAAA ACTCACACAT 2050
GCCCACOGTG CCCAGCACCT GAACTCCTGS GGGGACTGTC AGTCTTCCTC 2100
TTCCOCCCAA AACCCAAGGA CACCCTCATG ATCTCCCGGA COCCTGAGGT 2150
CACATGCGTG GTGUTAGACG TGAGCCACGA AGACCCTGAG GTCAAGTTCA 2200
ACTGGTACGT GGACGGCGTG GAGGTGCATA ATGCCAAGAC ARAGCCGCGS 2250
GAGGAGCAGT ACRACAGCAC GTACCAGTATG GTCAGCGTCC TCACCGTCCT 2300
GCACCAGGAC TGGCTGAATG GCAAGGAGTA CAAGTGCARG GTCTCCAACA 2350
AAGCCCTCCC AGCCCCCATC GRGARARCCA TCTCCAAAGC CARRGGGCAG 2400
CCCCGRGAAC CACAGGTGTA CACCCTGCCC CCATCCOGAG ARGAGATGAC 2450
CAAGAACCAG GTCASCOTGA CCTGCCTGOT CAAAGGCTTC TATCCCAGCS 2500
ACATCGCCGT GGAGTGGGAG AGCAATGGGC AGCCGGAGAA CAACTACAAG 2550
ACCROGCCTC COGTACTGGA CTCCGACGGE TCCTTCTTCC TCTACAGCAA 2600
GCTCACCGTG GACARGAGCA GGTGGCAGCA GGGGARCGTC TTCTCATGCT 2650
CCGTGATGCA TGAGGCTCTG CACARCCACT ACACGCAGAA GAGCCTCTCC 2700
CTGTCTCCGG GTAAATGAGT GOGACGGCCC TAGAGTCOGAC CTGCAGAAGC 2750

TTGGCCGCCA TGGCCCAACT TGTTTATTGC AGCTTATAAT GGTTACAAAT 2800
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AAAGCAATAG CATCACARAT TTCACAAATA AAGCATTTTT TTCACTGCAT 2650
TCTAGTTOTG GTTTGTCCAR ACTCATCAAT GTATCTTATC ATGTCTGGAT 2900
CGATCGGQAA TTAATTCAGC GCAGCACCAT GACCTGARAT AACCTCTGAA 2950
AGRGGAACTT GGTTAGGTAC CTTCTGAGGC GGAAAGAACC AGCTGTGGAA 3000
TATGTGTCAG TTAGGGTGTG GAAAGTCCCC AGGCTCCCCA GCAGGCAGRA 3080
ATATGCAAAG CATGCATCTC AATTAGTCAG CAACCAGATG TGUAAAGTCC 3100
CCAGGCTCCC CAGCAGGCAG AAGTATGCARA AGCATGCATC TCAATTAGTC 3150
AGCAACCATA GTCCCGCCOC TAACTCCRCC CATCCOGCCC CTAACTCCGC 3200
CCRGTTCCGC CCATTCTCCG CCCCATAACT GRCTAATTTT TTITATTTAT 3250
GCAGAGGCCG AGGCCGCCTC GGCCTCTGAG CTATTCCAGR AGTAGTGAGG 3100
AGGCTTTTTT GGAGGCCTAG GCTTTTGCAA ARAGCTGTTA CCTOGAGCGG 33150
CCGCTTAATT AAGGCGCGCC ATTTARATCC TGCAGGTAAC AGCTTGGCAC 3400
TGGCCGTCGT TTTACAACGT CGTGACTOIGG AAAACCCTGG CGTTACCCAA 3450
CTTAATCGCC TTGCAGCACA TCCCCCCTTC GCCAGCTGGC GTAATAGCGA 3500
AGAGGCCCGC ACCGATOGCC CTTCCCAACA GTTACGTAGC CTGAATGGCG 3550
AATGGCGCCT GATGCGATAT TTICTCCTTA OGCATCTCTG CGATATTTICA 3600
CACCGCATAC GTCAAAGCAR CCATAGTACA CGCCCTGTAG CGUCGCATTA 3650
AGCGOGGCGG GTGTGUTGET TACGCGCAGC GTGACCGCTA CACTTGCCAG 3700
CGCCCTAGCG CCCGCTCCTT TCGCTTTCTT CCCTTOCTTT CTCGCCACGT 3750
TCGCCGGCTT TCCCCGTCAA GCTCTAMTC GGAGGCTCCC TTTAGGGTTC 3800
CGATTTAGTG CTTTACGGCA CCTCGACCCC ARAAARCTTG ATTTUGGTCA 3850
TAGTTCACGT AGTGGGCCAT CGCCCTGATA GACGGTTTTT CGCCCTTTGA 3900

CGTTGGAGTC CACGTTCTTT ARTAGTGGAC TCTTGTTCCA AACTGGAACA 3950
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ACACTCAACC CTATCTCGGG CTATTCTTTT GATTTATAAG GGATTTTGCC 4000
GATTTCGOCC TATTOGTTAA AARATGAGCT GATTTAACRA AAATTTAACG 4050
CGAATTITAA CAAAATATTA ACGTTTACAR TTTTATGGTG CACTCTCAGT 4100
ACAATCTGCT CTGATGCOGC ATAGTTAAGC CAACTCCGCT ATCGCTACGT 4150
GACTGAGTCA TGACTACGCC CCGACACCOG CCAACACCCG CTGACGOGCC 4200
CTGACGGGCT TGTCTGCTCC CGGCATCOGC TTACAGACAA GCTGTGACCS 4250
TCTOOGGGAG CTGCATSTGT CAGAGGTTTT CACCGTCATC ACCGARACGC 4300
GOGAGGCAGT ATTCTTGAAG ACGAAAGGGC CTCGTGATAC GCCTATTTTT 4350
ATAGGTTAAT GTCATGATAA TAATGGTTTC TTAGACGTCA GGTGGCACTT 4400
TTCGGGGAAA TGTGCGCGGA ACCCCTATTT GTTTATTTTT CTAAATACAT 4450
TCAAATATGT ATCCGCTCAT GAGACRATAA CCCTGATAAA TGCTTCAATA 4500
ATATTGAAAA AGGARGAGTA TGAGTATTCA ACATTTCCOGT GTOGCCCTTA 4550
TTCCCTTTTT TGCGGCATTT TACCTTCCTG TTTTTGCTCA CCCAGAARRCG 4600
CTGGTGAAAG TAAAAGATGC TGAAGATCAG TTGGGTGCAC GAGTGGGTTA 4650
CATCGARCTG GATCTCAACA GCGGTAAGAT CCTTGAGAGT TTTCGCCCCG 4700
AAGAACGTTT TCCAATGATG AGCACTTTTA AAGTTCTGCT ATGTGGCGCE 4750
GTATTATCCC GTGATGACGC CGGGCAAGAG CAACTCGGTC GCOGCATACA 4800
CTATTCTCAG AATGACTTGG TTGAGTACTC ACCAGTCACA GAAAAGCATC 4850
TTACGGATGG CATGACAGTA AGAGAATTAT GCAGTGCTGC CATAACCATG 4900
AGTGATAACA CTGCGGCCAA CTTACTTCTG ACAARCGATCG GAGGACCGAA €950
GGAGCTAACC GCTTTTTTGC ACAACATGGG GGATCATGTA ACTCGCCTTG 5000
ATCGTTGGGA ACCGGAGCTG AATGARGCCA TACCARACGA CGAGCGTGAC 5050

ACCACGARTGC CAGCAGCAAT GGCAACAACG TTGCGCAAAC TATTAACTGA 5100
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CGAACTACTT ACTCTAGCTT CCCGGCARCA ATTAATAGAC TGGATGGAGG $150
COGAATAANGT TGCAGGACCA CTTTIGOGCT CGGCCCTTCOC GGCTGGCTESG 5200
TTTATTGCTG ATAAATCTGG AGCCGETGAG CGTAGGTCTC GCGATATCAT 5250
TGCAGCACTG GGGCCAGATG GTAAGCCCTC CCCTATCGTA GTTATCTACA 5300
CGACGGGGAG TCAGGCAACT ATGGATGAAC GAAATAGACA GATCGCTAAG 5350
ATAGGTGCCT CACTGATTAR GCATTGGTAA CTGTCAGACC AAGTTTACTC 5400
ATATATACTT TAGATTGATT TAAAACTTCA TTTTTAATTT AARAGGATCT 5450
AGGTGAAGAT CCTTTTTGAT AATCTCATGA CCAAAATCCC TTAACGTGAG $500
TTTTCGTTCC ACTGAGCGTC AGACCCCOGTA GAAAAGATCA AAGGATCTTC 5550
TTGAGATCCT TTTTTTCTGC GOGTAATCTG CTGCTTGCAA ACAAAAAAAC 5600
CACCGCTACC AGCOATAATT TGTTTGCCGG ATCAAGRGCT ACCAACTCTT S650
TTTCCAARGG TAACTGGCTT CAGCAGAGCG CAGATACCAA ATACTGTCCT S700
TCTAGTGTAG CCGTAGTTAG GCCACCACTT CAAGAACTCT GTAGCACCGC 5750
CTACATACCT CGCTCTGCTA ATCCTGTTAC CAGTGACTGC TGCCAGTGGLE 5800
GATAAGTCGT GTCTTACCGG GTTGGACTCA AGACGATAGT TACCGGATAA 5850
GGCGCAGCGG TCGGGCTGAA CGAGGGGTTC GTGCACACAG CCCAGCTTGG $900
AGCGAACGAC CTACACCGAA CTGAGATACC TACAGCGTGA GCATTGAGAA 5850
AGCGCCACGC TTCCCGAAGG GAGAAAGGCH GACAGGTATC CGGTARGCGG 6000
CAGGGTCGGA ACAGGAGAGC GCACGAGGGA GCTTCCAGGG GGAAACGCCT 60S0
GGTATCTTTA TAGTCCTGTC GAUTTTCGCC ACCTCTGACT TGAGCGTCGA 6100
TTTTTCTGAT GCTCOGTCAGG GGGGCAGAGC CTATGGAAAA ACGCCAGCAA 6150
CGCOGCCTTT TTACGGTTCC TGGCCTTTTG CTGGCCTTTT GCTCACATGT 6200

TCTTTCCTGC GTTATCCCOCT GATTCTGTGG ATAACCGTAT TACCGCCTTT 6250
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GAGTGAGCTS ATACCGCTOG CCGCAGCCGA ACGACCAAGT GCAGCGAGTC 6300
AGTGAGCGAG GAAGOGGAAG AGCUCCCAAT ACGCAAACCG CCTCTCCCCG 6150
CGCGTTGGCC GATTCATTAA TCCAGCTGAC ACGACAGATT TCCCGACTGA 6400
AAAGCTGACA GTGAGCGCAA CGCAATTAAT GTGAGTTACC TCACTCATTA 6450
GGCACCCCAG GCTTTACACT TTATGCTTCC GGCTCGTATE TTGTGTGGAA 6500
TTGTGAGCGG ATARCAATTT CACACAGGAA ACAGCTATGA CCATGATTAC 6550
GAATTAA 6587

(2) INFORMACION DE LA SEC ID n° 4:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 7305 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n° 4:

35

40

45

50

55

60

65

TTCGAGCTCE CCCEACATIG ATTATTGACT AGTTATTAAT AGTAATCAAT 50

TACGGGGTCA TTAGTTCATA GCCCATATAT GGAGTTCCOGC GTTACATAAC 100
TTACGGTAAR TGGCCCGCCT GGCTGACCGC CCAACGACCC COGCCCATTSG 150
ACGTCAATAA TGACGTATGT TCCCATAGTA ACGCTAATAG GGACTTTCCA 200
TTGACGTCAR TGGGTGGAGT ATTTACGGTA AACTGCCCAC TTGGCAGTAC 250
ATCAARGTGTA TCATATGCCA AGTACGCCCC CTATTGACGT CAATGACGGT 300
AAATGGCCCG CCTGGCATTA TGCCCAGTAC ATGACCTTAT GGGACTTTCC 350
TACTTGGCAG TRCATCTACG TRTTAGTCAT CGCTATTACC ATGGTGATGC 400
GGTTTTGGCA GTACATCAAT GGGCGTGGAT AGCGGTTTGA CTCACGGGGA 450
TTTCCARGTC TCCACCCCAT TGACGTCAAT GGGAGTTTGT TTTGGCACCA 500
AARTCAACGG GACTTTCCAR ARTGTCGTAR CRACTCCGCC CCATTGACGC 550

AAATGGGCGG TAGGCGTGTA CGATGGGAGG TCTATATARG CAGAGCTCST 600
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TTAGTGAACC GTCAGATCGC CTGGAGACGC CATCCACAGCT GTTTTGACCT €50
CCATAGAAGA CACCGGAACC GATCCAGCCT CCGCBACCGG GAATAGTGCA 700
TTGGAACGCG GATTCCCOGT GOCAAGAGTG ACGTAAGTAC CGCCTATAGA 750
GTCTATAGAC CCACCCCCTT GGCTTCGTTA GAACGCGGCT ACAATTAARTA 800
CATAACCTTA TGTATCATAC ACATACGATT TAGGTGACAC TATAGAATAA 850
CATCCACTTT GCCTITCTCT CCACAGGTGT CCACTCCCAG GTCCAACTAC 900
ACCTCOGTTC TAAGCTTATC GATATGAAAA AGCCTGAACT CACCGCGACG 950
TCTATCGAGA AGTTTCTAAT CGARAAGTTC GACAGOGTCT COGACCTGAT 1000
GCAGCTCTCG GAGGRACGAAG AATCTOGTGC TTTCAGCTTC GATGTAGGAG 1050
GGCGTGGATA TATCCTGOGS GTAAATAGCT GOGCCGATGE TTTCTACAAA 1100
GATCGTTATG TTTATCGGCA CTTTGCATOG GCCGCGETCC COATTCCGGA 1150
AGTGCTTGAC ATTGGGGAAT TCAGCGAGAG CCTGACCTAT TGCATETCCC 1200
GCCATACACA GAATGTCACG TTGCAACACC TGCCTGARAC CGARCTGCCC 1250
GCTGTTCTGC AGCOGGTOGC GGAGGCCATG GATGCGATCG CTGCAGCCGA 1300
TCTTAGCCAG ACGAGCGGGT TCGGCCCATT CGGACCGCAA GGAATCGGTC 1350
AATACACTAC ATGGCGTGAT TTCATATGCG CGATTGCTGA TCCCCATGTG 1400
TATCACTGGC AAACTGTGAT GGACGACALC GTCAGTGCGT CCGTCGCGCA 1450
GGCTCTCGAT GAGCTGATGC TTTGGGCCGA GGACTGCCOCC GAAGTCCGGL 1500
ACCTCGTGCA CGCGBATTTC GGCTCCAACA ATGTCCTGAC GGACARTGGC 1550
CGCATAACAG CGGTCATTGA CTGGAGCGAG GCGATGTTCG GGRATTCCCA 1600
ATACGAGGTC GCCAACATCT TCTTCTGRAG GCCGTAATTG GCTTETATGG 1650
AGCAGCAGAC GTACTTCGAG CGGAGGCATC CGGAGCTTGC AGGATCGCCG 1700

CGGCTCCGGE CGTATATGCT COGCATTOGT CTTGACCARC TCTATCAGAG 1750
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CTTOGTTGAC GGCAATTTCG ATGATACAGC TTGGGCGCAG GATCGATGCG 1800
ACGCAATCOGT CCGATCCGGA GCCGGGACTG TCOGGCGTAC ACAAATOGCC 1850
CGCAGARGCSG CGGOCGTCTG GACCGATGGC TGTGTAGAARG TACTCGCCGA 1900
TAGTGGAAAC CGACGCCCCA GCACTCGTCOC GAGGGCAMG GARTAGAGTA 1950
GATGCCGACC GRAGGATCOCC CGRGBAATTC AATCGATGAC CGCCATGRCC 2000
CAACTTGTTT ATTGCAGCTT ATAATGGTTA CAAATAAAGC AATAGCATCA 2050
CAAATTTCAC AARTARAGCA TTTTTTTCAC TGCATTCTAG TTGTGSTTTO 2100
TCCAAACTCA TCAATGTATC TTATCATGTC TGGATCGATC GGGAATTAAT 2150
TCGGCGCAGC ACCATGGCCT GAAATAACCT CTGAAAGAGG AACTTGGTTA 2300
GGTACCTTCT GAGGCGGAAR GAACCAGCTG TGGAATGTGT GTCAGTTAGS 2250
GTGTAGGAAAG TCCCCAGGLT CCCCAGCAGG CAGRAGTATG CAAAGCATGC 2300
ATCTCRATTA GTCAGCAACC AGGTGTGGAA AGTCCCCAGE CTCCCCAGCA 23350
GGCAGAAGTA TAGCARAGCAT GCATCTCAAT TAGTCAGCAA CCATAGTCCC 2400
GCCCCTAACT CCGCCCATCC CGOCCCTAAC TCCGCCCAGT TCCGCCCATT 2450
CTCCGCCCCA TGEGCTGACTA ATTTTTTTTA TITATGCAGA GGCCGAGGCC 2500
GCCTCGGCCT CTGAGCTATT CCAGAAGTAG TGAGGAGGCT TTTTTGGAGG 2550
CCTAGGCTTT TGCAAARAAGC TAGCTTATCC GGCCGGGAAC GGTGCATTGG 2600
AACGCGGATT CCCCGTGCCA AGAGTCAGGT AAGTACCOGCC TATAGAGTCT 2650
ATAGGCCCRC CCCCTTEGCT TCCTTAGAAC GCGGCTACAA TTAATACATA 2700
ACCTTTTGGA TOGATCCTAC TGACACTGAC ATCCACTTTT TCTTTTTCTC 2750
CACAGUGTGTC CACTCCCAGG TCCAACTQCA CCTCAGTTCS CGAAGCTAGC 2800

TTGGGCTGCA TCGATTGAAT TCCACCATGG GATGGTCATA TATCATCCTT 2850

TTTCTAGTAG CAACTGCAAC TGGAGTACAT TCAGATATCC AGCTGACCCA 2900
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GTCCCOGAGC TCCCTGTCCB CCTCTGTAAG CGATAGGGTC ACCATCACCT 2950
GCCGTGCCAG TCAGAGCETC GATTACGATG GTGATAGCTA CATGAACTGG 3000
TATCAACAGA AACCAGGAAA AGCTCCGARA CTACTGATTT ACGCGGCCTC 3050
GTACCTGGARG TCTGGAGTCC CTTCTCGCTT CTCTGGATCC GATTCTGGAA 3100
COGGATTTCAC TCTGACCATC AGCAGTCTGC AGCCGGAAGA CTTCGCAACT 3150
TATTACTGTC AGCAAAGTCA CGAGGATCCG TACACATTTG GACAGGGTAC 3200
CAAGGTGGAG ATCAAACGAR CTATGGCTGC ACCATCTIGTC TTCATCTTCC 3250
CGCCATCTGA TGAGCAGTTG AAATCTGGAR CTGCCTCTGT TGTATGCCTG 3300
CTGAATAACT TCTATCCCAG AGAGGCCARA GTACAGTGAA AGGTGGATAA 3350
CGCCCTCCAA TCGAGTAACT CCCAGAAGAG TGTCACAGAG CAGGACAGCA 3400
AGGRCAGCAL CTACAGCCTC AGCAGCACCC TGACECTGAG CARAGCAGAC 3450
TACGAGAAAC ACAAASTCTA CGCCTGEGAA GTCACCCATC AGGGCCTGAG 35800
CTCECCCGTC ACARRGAGCT TCAACAGGGG AGRGTGTTAA GCTTCGATGG 3550
CCGCCATGGC CCAACTTIGTT TATTGCAGCT TATARTGUTT ACAAATAAAG 3600
CAATAGCATC ACARATTTCA CARATAAAGC ATTTTTTTCA CTGCATTCTA 3650
GTTGTGGTTT GTCCAAACTC ATCAATGTAT CTTATCATGT CTGGATCGAT 3700
CGGGAATTAR TTCGACGCAG CACCATGGCC TGARATARCC TCTGAAAGAG 1750
GAACTTGGTT AGGTACCTTC TGAGGCGGAA AGAACCAGCT GTGGAATGTG 3800
TGTCAGTTAG GGTGTGGAAR GTCCCCAGGC TCCCCAGCAG GCAGAAGTAT 31850
GCAAAGCATG CATCTCAATT AGTCAGCAAC CAGGTGTGGR ARGTCCCCAG 3900
GCTCCCCAGC AGGCAGAAGT ATGCAAAGCA TGCATCTCAA TTAGTCAGCA 3950
ACCATAGTCC CGCCCCTAAC TCCGCCCATE COQBCCCCTAA CTCOGCCCAG 4000

TTCCGCCCAT TCTCCGCCCC ATGGCTGACT AATTTTTTTT ATTTATGCAG 4050

23



15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2282994 T3

AQGCCAAGGT CECCTOGGCC TCTGAGCTAT TCCAGAAGTA GTGAGGAGGC 4100
TITTTTGGAG GCCTAGGCTT TTGCAAAAAG CTATTAACAG CTTGGCACTG 4150
GOCGTCGTTT TACAACGTCG TGACTGGGAA AACCCTGGCG TTACCCAACT 4200
TARTCGCCTT GCAGCACATC CCCCCTTOGC CAGCTGGCGT AATAGCGAAG 4350
AGGCCCGCAC CGATCGCCCT TCCCAACAGT TGCGTAGCCT GAATGGCGAA 4300
TGGCRCCTGA TACGGTATTT TCTCCTTACG CATCTGTGCCG GTATTICACA 4350
COGCATACGT CAAAGCAACC ATAGTACGCO CCCTGTAGCG GCGOATTAAG 4400
CGCGOCGAGT GTGGTGGTTA CGCGCAGLOT GACCGCTACA CTTGCCAGCS 4450
CCCTAGOGCC CGCTCCTTTC GETTTCTTCC CTTCCTTTCT CGCCACUTITC 4500
GCCAGCTTTC CCCGTCAAGC TCTAAATCGAG GAGCTCCCTT TAGGGTTCCG 4550
ATTTAQTGCT TTRACGGCACC TOGACCCCAA AMMAACTTGAT TTGGATGATG 4600
GTTCACGTAG TGGGCCATCG CCCTGATAGA CGATTTTTOG CCCTTTAACT 4650
TIGGAGTCCA CATTCTTTAA TAGTGGACTC TTIGTTCCAAR CTGGAACAAC 4700
ACTCAACCCT ATCTCGQAGCT ATTCTTTIGA TTTATAAGGSG ATTTTGCCGA 4750
TTTCGGCCTA TTGITTARAA AATGAGCTGA TTTAACAAAA ATTTARCGCG 4800
AATTTTAACA AAATATTAAC GTTTACAATT TTATGGTGCA CTCTCAGTAC 4850
AATCTGCTCT GATGCCGCAT AGTTAAGCCA ACTCCGCTAT CGCTACGTGA 4900
CTGGGTCATG GCTOCGCCCT GACACCOGCT AACACCOGCT GACGCGCCCT 4950
GACGGGCTTG TCTGCTCCOG GCATCCGCTT ACAGACARGC TGTGACCGTC 5000
TCCGGGRGCT GCATGTGTCA GAGGTTTTCA COGTCATCAC CGARACGCGL 5050
GAGGCAGTAT TCTTGAAGAC GAAAGGGCCT CATGATACGC CTATTTTTAT 5100
AGGTTAATGT CATGATAATA ATGGTTTCTT AGACGTCAGG TGGCACTTTT 5150

CGGGGAAATG TGCGCGGAAC CCCTATTTGT TTATTTTTCT AAATACATTC 5200
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AAATATGTAT CCGCTCATGA GACAATAACC CTGATAAATG CTTCAATAAT $250
ATTGRAAAAG GAAGAGTATG AGTATTCAAC ATTTCCGTGT CGCCCTTATT $300
CCCTTTTTTG COGCATTTTG CCTTCCTGTT TTTGCTCACC CAGAARCGCT 5350
GGTGAAMAGTA ARAGATGCTG AAGATCAGTT GGGTGCACGA GTGAGTTACA 5400
TCGAACTGGA TCTCAACAGC GGTARGATCC TTGAGAGSTTT TCOGCCCCGAA $450
GAACGTTTTC CAATGATGAG CACTTTTAAA GTTCTGCTAT GTAOGCGCOGJIT 5500
ATTATCCOGT GATGACGCCG GGCAAGAGCA ACTCGGTCGC CGCATACACT $550
ATTCTCAGAA TGACTTGGTT GAGTACTCAC CAGTCACAGA AAAGCATCTT 5600
ACGGUATGGCA TAACAGTAAG AGAATTATGC AGTGCTGCCA TAACCATGAG 5650
TGATAACACT GOGGCCAACT TACTTCTGAC AACGATOGGA GGACCGANGG 5700
AGCTAACCGC TTTTTTGCAC AACATGGGGG ATCATGTAAC TOGCCTTGAT $5750
CGTTGGGARC CGGAGCTGAA TGARGCCATA CCARACGACG AGCGTGACAC 5800
CACGATGCCA GCAGCAATGG CAACAACGTT GCGCAAACTA TTAACTGGCG 5850
AACTACTTAC TCTAGCTTCC CGGCAACAAT TAATAGACTG GATGGAGGCG $900
GATAAAGTTG CAGGACCACT TCTGCGCTCG GCCCTTCCGG CTGGCTGGRTT 5950
TATTGCTGAT AMATCTGGAG CCGUTAAGCG TGGGTCTCGC GGTATCATTG 6000
CAGCACTGGG GCCAGATGGT AAGCCCTCCC GTATCGTAGT TATCTACACG 6050
ACGGGGAGTC AGGCAACTAT GGATGAACGA AATAGACAGA TCGCTGAGAT 6100
AGGTGCCTCA CTGATTARGC ATTGGTAACT GTCAGACCAA GTTTACTCAT 6150
ATATACTTTA GATTGATTTA AAACTYCATT TTTAATTTAA AAGGATCTAG 6200
GTGAAGATCC TTTTTGATAA TCTCATGACC AAAATCCCTT AACGTGAGTT 6250
TTCGTTCCAC TGAGCGTCAG ACCCCGTAGA AAAGATCAAA GGATCTTCTT 6300

GAGATCCTTT TTTTCTGCGC GTAATCTGCT GCTTGCAARC AAAAAAACCA 6350
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CCGCTACCAG CGUTAGTTTG TTTGCOGGAT CARGAGCTAC CAACTCTTTT 6400
TCCGAAGGTA ACTGGCTTCA GCAGAGCUCA GATACCAAAT ACTGTCCTTC 6450
TAGTGTAGCC GTAGTTAGGC CACCACTTCA AGAACTCTGT AGCACCGCCT €500
ACATACCTOG CTCTGCTAAT CCTGTTACCA GTGGCTGCTG CCAGTGGCGA 6550
TARBTCGTGT CTTACCGGGT TGGACTCARG ACGATAGTTA CCGGATARGG 6600
CACAGCGGTC GGGCTGAACG GGGIGTTCGT GCACACAGCC CAGCTTGGAG 6650
CGAACGACCT ACACCGAACT GAGATACCTA CAGCGTGAGC ATTGAGAAAG 6700
CGCCACGCTT CCCGARGGGA GAARGGCOGGA CAGGTATCCG GTAAGCGGCA 6750
GRGTCUGAAC AGGAGAGCGC ACGAGGGAGC TTCCABGGGG AAACGCCTGS 6800
TATCTTTATA GTCCTGTCGG GTTTCGCCAC CTCTGACTTSG AGCGTCGATT 6850
TTTGTGATGC TCGTCAGEGG GGCAGAGCCT ATAGAARAAC GCCAGCAACG 6300
CGGCCTTTTT ACGETTCCTG GCCTTTTGCT GROCTTITGC TCACATGTTC 6950
TTTCCTGCGT TATCCCCTGA TTCTGTUAAT AACCGTATTA CCGCCTTTGA 7000
GTGAGCTGAT ACCGCTOGCC GCAGCCGAAC GACCGAGOGC AGCGAGTCAG 7050
TGAGCGAGGA AGCGGAMIAG CGCCCAATAC GCAAACCGCC TCTCCCCGLG 7100
CGTTGGCCGA TICATTAATC CAGCTGGCAC GACAGGTTTC CCGACTGGAA 7150
AGCGGGCAGT GAGCGCAALG CAATTAATGT GAGTTACCTC AQTCATTAGG 7200
CACCCCAGGC TTTACACTTT ATGCTTCCGG CTCGTATGTT GTGTGGAATT 7250
GTGAGCGGAT AACAATTTCA CACAGGAAAC AGCTATGACC ATGATTACGA 7300

ATTAR 7308
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