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ES 2314248 T3

DESCRIPCION

Meétodo de expresion de una proteina recombinante en células CHO.

La presente invencion se refiere al uso del promotor de mCMYV para potenciar la tasa de transfeccién de un vector
de expresién de mamifero en células CHO.

El sistema de expresion de mamifero de células de ovario de hamster chino (CHO) se usa ampliamente en la pro-
duccion de proteina recombinante. Aparte de estirpes celulares linfoides tales como estirpes celulares de hibridoma, es
uno de los pocos tipos celulares que permite un cultivo discontinuo de células animales en suspension de alta densidad
sencillo y eficaz. Ademads, permite rendimientos de producto muy altos y es comparativamente robusto ante tensiones
metabdlicas, mientras que las células linfoides son mas dificiles de cultivar a escala industrial. Dado el considerable
coste de produccion, es de la mayor importancia maximizar el rendimiento de la proteina recombinante por proceso de
biorreactor. La eleccién de la composicidn del medio de cultivo y el disefio y operacién del biorreactor son parametros
que influyen en el rendimiento y pueden ser bastante complejos de optimizar. Mds predeciblemente, los aumentos
de potencia o actividad transcripcional del promotor que controla la expresién de la proteina producto potencian el
rendimiento. Los aumentos incrementales al nivel de célula individual se traducirdn en mejoras considerables de ren-
dimiento de producto en cultivo discontinuo o semicontinuo de alta densidad que muestra una expresion génica en
fase estacionaria a densidades celulares en el intervalo de 10% a 107 células/ml.

El problema técnico subyacente a la presente invencién es proporcionar los medios para potenciar la eficacia de la
transfeccion de células CHO por vectores de expresion de mamifero.

Segin la presente invencion, se resuelve este problema técnico mediante el uso del promotor de mCMYV para
potenciar la tasa de transfeccién en células CHO, preferiblemente cuando se usa un vector de expresion que comprende
al menos una primera unidad de transcripcion para un gen producto, dando lugar dicha primera unidad a proteina
producto tras expresion en una célula hospedadora y estando adicionalmente dicha primera unidad de transcripcién
bajo el control del promotor de citomegalovirus de ratén (promotor de mCMV), y que comprende adicionalmente
una segunda unidad de transcripcién que comprende un gen marcador de glutamina sintetasa (GS). También puede
ser posible transfectar la primera y segunda unidades de expresion portadas en diferentes vectores, o en forma de
fragmentos génicos aislados que albergan unidades de expresion individuales. Adicionalmente, puede ser posible
transfectar una célula CHO que es ya recombinante y expresa GS con una primera unidad de transcripcion que alberga
mCMV. Segin la presente invencién, “potenciar la tasa de transfeccién” se define comparando la tasa de transfeccién
en presencia del promotor de mCMV vy el vector de expresion segtin la presente invencién con la tasa de transfeccion
del mismo vector de expresion y célula hospedadora en condiciones de transfeccion y cultivo celular idénticas, excepto
porque en el vector de expresién se sustituye el promotor de mCMYV por la construccién potenciador/promotor de
hCMV-primer intrén como se define en el documento US 5.658.759. Esta construccién hCMV-intrén MIE-promotor,
para un gen producto idéntico dado, sirve como patrén para determinar el efecto reivindicado de tasas de transfeccién
potenciadas. Preferiblemente, el uso de promotor de mCMV da como resultado una tasa de transfeccién potenciada al
menos 10 veces.

El citomegalovirus de mirido (mCMV) es un miembro del grupo altamente diverso de los herpesvirus. Incluso
entre los citomegalovirus de diferentes especies hospedadoras, puede haber una amplia variacién. Por ejemplo, el
mCMV difiere considerablemente del citomegalovirus humano (hCMV) con respecto a las propiedades bioldgicas,
organizacién génica temprana inmediata (IE) y secuencia nucleotidica global. El genoma de 235 kpb de mCMYV carece
también de las caracteristicas de repeticion interna y terminal grandes del hCMV. En consecuencia, no existen formas
isoméricas del genoma de mCMYV (Ebeling, A. et al. (1983), J. Virol. 47, 421-433; Mercer, J.A. et al. (1983), Virology
129, 94-106). Segtn la presente invencidn, es posible emplear la regiéon promotora esencialmente correspondiente a
un fragmento Pstl grande de aprox. 2,1 kb descrito en el documento US 4.968.615 o cualquier fragmento funcional del
mismo. En una realizacion mas preferida, el fragmento del promotor de mCMYV empleado comprende el sitio de inicio
de la transcripcién (+0) y se extiende cadena arriba hasta aproximadamente la posicién -500. Se ha encontrado que
dicho fragmento promueve una expresiéon mas fuerte que un médulo promotor que se extiende 800 pb cadena arriba
mas allé de la posicién -500. En la realizaciéon mas preferida, se emplea una regién promotora niicleo que se extiende
desde el sitio de inicio de la transcripcién cadena arriba sélo hasta el sitio de restricciéon Xhol aproximadamente en
la posicién -150 a partir del sitio de inicio de la transcripcidn natural, o incluso se extiende s6lo hasta la posicién
-100 cadena arriba desde el sitio de inicio de la transcripcion natural. No hace falta decir que el sitio de inicio de
la transcripcién podria modificarse por ingenieria genética para comprender un sitio de restriccién adecuado para la
insercién del gen producto recombinante.

Segtin la presente invencidn, es también posible que la primera unidad de transcripcién que estd bajo el control
del promotor de mCMYV albergue al menos una secuencia de intrén. Dicha medida es bien conocida en la técnica para
estabilizar transcritos de ARN y para promover una sintesis de proteina eficaz a partir del ARNm correspondiente. Para
una sintesis de proteina eficaz sin tener en cuenta el efecto reivindicado sobre la tasa de transfeccion, no es sin embargo
aconsejable incluir el primer intrén natural de mCMV en la construccién de promotor de mCMV. En contraposicién
con la situacién con el promotor de hCMV (véase el documento US 5.591.639), se encontré que dicho primer intrén
natural de mCMV reducia la expresion de un gen recombinante del promotor de mCMYV, y por lo tanto se excluye en
una realizacion preferida adicional.
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Segtin una realizacidn preferida, el vector comprende una porcién del locus génico de IgG 2A de mdrido, poten-
ciando dicha porcién la actividad del promotor de mCMV.

La secuencia de ADN del locus génico de inmunoglobulina gamma 2A de mirido (IgG 2A) se ha ideado original-
mente en el documento WO 95/17516 para uso como secuencia de modificacién dirigida gendmica para generar estir-
pes de células B linfoides recombinantes estables que muestran una alta expresion del producto génico recombinante.
Los linfocitos B o células plasmadticas expresan normalmente niveles extremadamente altos de ARN de inmunoglo-
bulina del locus de cadena pesada de Ig, probablemente debido a la actividad de potenciador/factor de transcripcién
especifica del tipo celular y a la estructura de cromatina abierta. La secuencia del gen de inmunoglobulina gamma
2A de mdrido preferida de la presente invencién es la misma que la secuencia de modificacién dirigida usada en el
documento WO 95/17516. Es un fragmento genémico BamHI de 5,1 kb que incluye toda la region de codificacién
de Ig gamma 2A de murido excepto la parte mas 5° del exén CH1 (Yamawaki-Kataoka, Y. et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA (1982) 79: 2623-2627; Hall, B. et al., “Molecular Immunology” (1989) 26: 819-826; Yamawaki-Kataoka, Y.
et al., Nucleic Acids Research (1981) 9: 1365-1381). Segun la presente invencion, la promocién de la recombinacién
homodloga dirigida a sitio no es la propiedad relevante de la secuencia del gen de inmunoglobulina gamma 2A (IgG
2A). En consecuencia, cualquier variante de secuencia de dicha secuencia de dicha secuencia del gen de IgG 2A o
fragmento de secuencia o fragmento de secuencia variante que sea funcional o capaz de potenciar la expresion del gen
producto recombinante a partir del promotor, preferiblemente a partir de un promotor de hCMV como se expone a
continuacién, tanto en condiciones de expresion transitoria como estable en células CHO, estd también comprendida
en la presente invencion.

Dichas variantes “funcionales” comprenden, por ejemplo, inserciones o deleciones de bases o mutaciones puntua-
les y se generan mediante métodos bien conocidos en la técnica, por ejemplo, mediante PCR dirigida por cebador, PCR
“propensa a errores”, “transposicion genética” denominada reensamblaje por PCR de fragmentos de ADN superpues-
tos o mutagénesis aleatoria in vivo de clones bacterianos seguido de transfeccién de coleccién y seleccién funcional
en células CHO. Por ejemplo, la mutagénesis aleatoria puede conseguirse mediante productos quimicos alquilantes
o irradiaciones con UV como se describe en Miller, J. “Experiments in Molecular Genetics”, Cold Spring Harbor
Laboratory, 1972). Opcionalmente, puede usarse una cepa mutante natural de una bacteria hospedadora.

Preferiblemente, dicha secuencia variante o fragmento de secuencia es al menos un 65%, més preferiblemente un
75%, lo mas preferiblemente un 90% homologa en la secuencia de ADN con la parte correspondiente del locus del
gen de inmunoglobulina gamma 2A de mirido natural. Por ejemplo, es posible insertar un sitio de restriccion Sall en
el sitio Stul de origen natural presente 39 pb cadena arriba del exén de membrana 2 (M2), proporcionando un tGnico
sitio para linealizacién dentro de la secuencia de inmunoglobulina gamma 2A de miurido; dicha variante de secuencia
se ided originalmente para modificacién dirigida por recombinacion especifica de sitio, pero puede emplearse también
en el contexto de la presente invencion.

Un “promotor” se define como una secuencia de ADN que dirige a la ARN polimerasa a unirse a ADN e inicia
la sintesis de ARN. Segtin la presente invencién, es un promotor que es activo en células CHO. Dicho promotor es
preferiblemente un promotor fuerte.

Un gen producto recombinante segtin la presente invencién es la proteina producto que se busca expresar y recoger
en altas cantidades. Puede ser cualquier proteina de interés, por ejemplo, proteinas terapéuticas tales como interleuci-
nas o enzimas o subunidades de proteinas multiméricas tales como anticuerpos o fragmentos de los mismos. El gen
producto recombinante puede incluir una secuencia sefal que codifica una porcién de secuencia que permite la secre-
cion del polipéptido una vez expresado por la célula productora hospedadora. En una realizacién preferida adicional
de la presente invencion, la proteina producto es una proteina secretada. Mds preferiblemente, la primera proteina o
proteina producto es un anticuerpo o anticuerpo modificado por ingenieria genética o un fragmento del mismo, lo mas
preferiblemente es un anticuerpo de inmunoglobulina G (IgG).

En una realizacién preferida de la invencion, la transfeccién es una transfeccion transitoria.

Una transfeccion transitoria se caracteriza por la no aplicacién de ninguna presion de seleccion para un marcador de
seleccion portado por vector. Un conjunto o lote de células originado por una transfeccidn transitoria es una poblacién
de células agrupadas que comprende células que han incorporado y expresan y células que no han incorporado el ADN
extrafio. Las células que expresan el médulo de expresion extrafio habitualmente no han integrado el ADN transfectado
en su genoma todavia, y tienden a perder el ADN extrafio y a sobrecrecer las células transfectadas en la poblacién tras
cultivo del conjunto de células transfectadas transitoriamente. Por lo tanto, la expresion es mds fuerte en el periodo
inmediatamente después de la transfeccion y se reduce con el tiempo. Preferiblemente, un transfectante transitorio
seglin la presente invencion se entiende como una célula que se mantiene en cultivo celular en ausencia de presién de
seleccidn hasta un tiempo de 90 horas después de la transfeccion.

En otra realizacién preferida de la invencién, la transfeccion es una transfeccion estable. Transfeccion estable
significa que el ADN extrafio recién introducido se incorpora al ADN gendémico, habitualmente mediante eventos de
recombinacién no homéloga aleatorios; en el caso de una secuencia de vector, la transfeccion estable segun la presente
invencién puede dar como resultado la pérdida de partes de la secuencia del vector no directamente relacionadas
con la expresion del gen producto recombinante tales como, por ejemplo, regiones de control del nimero de copias
bacterianas convertidas en superfluas tras la integracién genémica. Una célula hospedadora transfectada ha integrado
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al menos una parte o partes diferentes del vector de expresion en el genoma. Igualmente, estd incluida en la definicién
de dichas células hospedadoras transfectadas la transfeccion de células CHO con dos o varios fragmentos de ADN
que dan lugar al menos a equivalentes funcionales in vivo de los elementos esenciales del vector de expresion de
la invencién, a saber el gen producto bajo el control del promotor de mCMV y la secuencia de IgG 2A de punto
caliente. Se describe el ensamblaje in vivo de secuencias de ADN funcionales después de la transfeccion de ADN
fragmentado, por ejemplo, en el documento WO 99/53046. Es posible que dicha integracion estable dé lugar, tras
exposicion a presion de seleccion adicional para amplificacion génica, a cromosomas diminutos dobles en células
CHO. Esto estd comprendido en el presente significado de “estable”. Tras la integracion gendmica aleatoria del vector
de expresion en CHO, la presencia de la secuencia de modificacion dirigida potencia la actividad promotora para la
expresion de la proteina producto recombinante. Dicho efecto no se ha observado ni podria haberse previsto tras la
modificacién génica dirigida homodloga en estirpes de células B de mirido maduras, incluyendo estirpes celulares
de plasmacitoma/mieloma; alli, la secuencia de modificacion dirigida de IgG 2A servia solamente para aumentar la
frecuencia de integrantes homologos de alto rendimiento, puesto que el locus de IgG 2 A prob6 ser un “sitio caliente”
recombinante. Como se dice anteriormente, la cromatina de la regién genémica de inmunoglobulina estd en un estado
abierto altamente activo en las estirpes de células B de modificacién dirigida adecuada.

Se definen “vectores de expresion” en la presente memoria como secuencias de ADN que son necesarias para la
transcripcién y la traduccién de sus ARNm en una estirpe celular hospedadora de mamifero apropiada después de
transfeccién con vector. Un vector de expresion construido apropiadamente deberfa contener habitualmente: al menos
un marcador expresable seleccionable en células animales y un niimero limitado de sitios de restriccion ttiles para
la insercién del médulo de expresion del gen producto recombinante bajo el control de una regién promotora cade-
na arriba. Cuando se usa en particular s6lo para expresion transitoria/episémica, puede comprender adicionalmente
un origen de replicacion tal como el origen del virus de Epstein Barr (EBV) o el virus SV40 para replicacion auté-
noma/mantenimiento episémico en células hospedadoras eucaridticas, pero puede estar desprovisto de un marcador
seleccionable. Son vectores de expresion, por ejemplo pero sin limitacion, fragmentos de ADN lineal, fragmentos de
ADN que comprenden secuencias de modificacién dirigida nuclear o estdn especialmente optimizados para interaccién
con reactivos de transfeccion, virus animales o pldsmidos adecuados que pueden insertarse en lanzadera y producirse
en bacterias.

Segiin la presente invencidn, el vector de expresion de mamifero comprende un marcador de seleccién de GS
expresable (Bebbington et al., 1992, “High-level expression of a recombinant antibody from myeloma cells using
a glutamine synthetase gene as an amplifiable selectable marker”, Bio/Technology 10:169-175; Cockett et al., 1990,
“High level expression of tissue inhibitor of metalloproteinases in Chinese Hamster Ovary (CHO) cells using Gluta-
mine synthetase gene amplification”, Bio/Technology 8: 662-667). El sistema de GS es uno de los dos tinicos sistemas
que son de importancia particular para la produccion de proteinas terapéuticas. En comparacién con el sistema de
dihidrofolato reductasa (DHFR), el sistema de GS ofrece una gran ventaja de tiempo durante el desarrollo debido a
que a menudo pueden crearse estirpes celulares altamente productivas a partir del transfectante inicial, evitando asf la
necesidad de mdltiples rondas de seleccidn en presencia de concentraciones crecientes de agente selectivo para conse-
guir la amplificacién génica (Brown et al., 1992, “Process development for the production of recombinant antibodies
using the glutamine synthetase (GS) system”, Cytotechnology 9:231-236). No hace falta decir que, equivalentemente
a una segunda unidad de transcripcion para la expresion del gen marcador, una unidad de expresion podria usar un
mddulo de expresion monocistronico tanto para el gen producto como para el gen marcador empleando, por ejemplo,
sitios de entrada a ribosoma internos como se emplean rutinariamente en la técnica. A la inversa, no hace falta decir
que la secuencia de IgG 2A de sitio caliente de la presente invencidn y el médulo de expresién de la proteina producto
que comprende un médulo promotor y/o marcador no necesitan funcionar en cis en un solo vector de expresion; los
elementos pueden portarse bien en vectores cotransfectados separados o fragmentos de ADN que pueden integrarse
cromosOmicamente entonces en un solo sitio de integracién concatemérico.

Las estirpes celulares de ovario de hamster chino (CHO) adecuadas pueden ser, por ejemplo, CHO K1 (ATCC
CCL-61), CHO pro3-, CHO DG44, CHO P12 o la estirpe celular CHO dhfr- DUK-BII (Chassin et al., PNAS 77, 1980,
4216-4220).

Ha de observarse que una célula hospedadora transfectada con la secuencia de ADN o vector de la presente inven-
cién ha de considerarse que es una estirpe celular transfectada transitoria o establemente. Puede emplearse segtin la
presente invencién cualquier técnica de transfeccidn, tales como las bien conocidas en la técnica, por ejemplo, elec-
troporacion, precipitacién con fosfato de calcio, transfeccion con DEAE-dextrano o lipofeccidn, si es apropiado para
un tipo de célula hospedadora dado. En los ensayos de expresion transitoria que tienen lugar habitualmente aproxima-
damente 20-50 horas después de la transfeccion, se mantienen los vectores transfectados como elementos episémicos
y no se integran todavia en el genoma.

Se describen ejemplos de métodos de transfeccién adecuados para células CHO en Cockett et al., 1990, “High level
expression of tissue inhibitor of metalloproteinases in Chinese Hamster Ovary (CHO) cells using Glutamine synthetase
gene amplification”, Bio/Technology 8: 662-667. Es posible emplear, por ejemplo, precipitacién con fosfato de calcio
clasica o técnicas de lipofeccion mds modernas. La tasa de transfeccion se define rutinariamente como el nimero
de células transfectadas positivamente (transfeccion transitoria) o clones (transfeccion estable después del periodo de
seleccidn) obtenidas a partir de un conjunto de células sometidas a una transfeccion. El efecto pretendido del presente
objeto de la invencidn puede observarse, por ejemplo, transfectando células CHO-K1 mediante lipofeccion (cualquier
reactivo comercial y protocolo del fabricante) con los plasmidos de SEC ID N° 3 (pEE 12.4 hCMV-GFP + promotor
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temprano de SV40/ADNc de GS) o SEC ID N° 4 (pEE 12.4 mCMV-GFP + promotor temprano de SV40/ADNc de
GS). Las células transfectadas pueden cultivarse en cualquier medio de cultivo convencional. El medio de cultivo puede
ser un medio suplementado con suero fetal o exento de suero como se ha definido anteriormente. Preferiblemente, el
medio de cultivo celular es un medio suplementado con suero, més preferiblemente un medio de cultivo celular que
se ha suplementado con al menos un 1% (v/v) de suero fetal, lo mas preferiblemente con al menos un 5% (v/v) de
suero fetal tal como suero fetal de ternero o suero fetal bovino. En otra realizacién preferida, el método de transfeccion
llevado a cabo es electroporacion.

Los medios y métodos de cultivo adecuados para estirpes celulares de mamifero son bien conocidos en la técnica,
como se describen en el documento US 5633162 por ejemplo. Son ejemplos de medios de cultivo celular estandar
para matraz de laboratorio o cultivo celular de baja densidad y que se adaptan a las necesidades de los tipos celula-
res particulares, por ejemplo: medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 (Morre, G., The Journal of the
American Medical Association, 199, p.519 y siguientes, 1967), medio L-15 (Leibovitz, A. et al., Amer. J. of Hygiene,
78, 1p.173 y siguientes, 1963), medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), medio esencial minimo de Eagle
(MEM), medio F12 de Ham (Ham, R. et al., Proc. Natl. Acad. Sc. 53, p288 y siguientes, 1965) o DMEM modifi-
cado por Iscoves que carece de albimina, transferrina y lecitina (Iscoves et al., J. Exp. Med. 1, p. 923 y siguientes,
1978). Por ejemplo, los medios F10 o F12 de Ham se disefiaron especialmente para el cultivo de células CHO. Se
describen otros medios adaptados especialmente para el cultivo de CHO en el documento EP-481.791. Es conocido
que dichos medios de cultivo pueden suplementarse con suero fetal bovino (FBS, también denominado suero fetal de
ternero FCS), proporcionando este dltimo una fuente natural de una multitud de hormonas y factores de crecimiento.
El cultivo celular de células de mamifero, que es actualmente una operacidn rutinaria bien descrita en libros de texto
y manuales cientificos, estd cubierto con detalle, por ejemplo, en R. Ian Fresney, “Culture of Animal cells, a manual”,
4% edicién, Wiley-Liss/N.Y., 2000.

Preferiblemente, el medio de cultivo celular segtin la presente invencion esta desprovisto de suero fetal de ternero
(FCS o FBS), denomindndose entonces “exento de suero”. Las células en medio exento de suero requieren general-
mente insulina y transferrina en medio exento de suero para un crecimiento optimo. La transferrina puede sustituirse
al menos parcialmente por agentes quelantes no peptidicos o sideréforos tales como tropolona como se describe en
el documento WO 94/02592 o niveles aumentados de una fuente de hierro inorgénico, favorablemente en combina-
cién con antioxidantes tales como vitamina C. La mayoria de las estirpes celulares requieren uno o mds factores de
crecimiento sintéticos (que comprenden polipéptidos recombinantes) incluyendo, por ejemplo, factor de crecimiento
epidérmico (EGF), factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), factores de crecimiento similares a insulina I y I (IG-
FI, IGFII), etc. Otras clases de factores que pueden ser necesarios incluyen: prostaglandinas, proteinas de transporte
y unién (por ejemplo, ceruloplasmina, lipoproteinas de alta y baja densidad, seroalbiimina bovina (BSA)), hormonas,
incluyendo hormonas esteroideas, y dcidos grasos. El ensayo de factor polipeptidico se realiza mejor en un ensayo por
etapas de factores polipeptidicos nuevos en presencia de aquellos que se han encontrado estimulantes del crecimiento.
Esos factores de crecimiento son sintéticos o recombinantes. Existen varios enfoques metodolégicos bien conocidos
del cultivo celular animal, describiéndose un ejemplo a continuacién. La etapa inicial es obtener las condiciones en las
que las células sobrevivirdn y/o crecerdn lentamente durante 3-6 dias después de transferencia desde medio de cultivo
suplementado con suero. En la mayoria de los tipos celulares, esto es al menos en parte una funcién de la densidad
del indculo. Una vez se encuentra el suplemento de hormona/factor de crecimiento/polipéptido 6ptimo, se reducird la
densidad del in6culo necesaria para la supervivencia. En una realizacién mas preferida, el medio de cultivo celular esta
exento de proteina, es decir, exento tanto de suero fetal y suplementos de factor de crecimiento proteicos individuales
como de otras proteinas tales como transferrina recombinante.

Después de la expresion y recogida de la proteina producto recombinante, puede aplicarse un procesamiento cadena
abajo convencional. Opcionalmente, puede emplearse un medio de cultivo de crecimiento de alta densidad. Dichos
medios de cultivo de crecimiento de alta densidad pueden suplementarse habitualmente con nutrientes tales como
todos los aminodcidos, fuentes de energia tales como glucosa en el intervalo dado anteriormente, sales inorgdnicas,
vitaminas, oligoelementos (definidos como compuestos inorgdnicos presentes habitualmente a concentraciones finales
en el intervalo micromolar), tampones, los cuatro nucleésidos o sus correspondientes nucleétidos, antioxidantes tales
como glutation (reducido), vitamina C y otros componentes tales como lipidos de membrana importantes, por ejemplo,
colesterol o fosfatidilcolina o precursores lipidicos, por ejemplo, colina o inositol. Se enriquecerd un medio de alta
densidad con la mayoria o todos estos compuestos y, excepto por los basados en sales inorgdnicas, en los que se basa la
regulacién de la osmolaridad del medio esencialmente isoténico, los comprenderd en mayores cantidades (fortificados)
que los medios estdndar anteriormente mencionados como pueden realizarse a partir del documento GB 2.251.249 en
comparacion con RPMI 1640. Preferiblemente, un medio de cultivo de alta densidad esta fortificado equilibradamente
cuando todos los aminodcidos, excepto el triptéfano, estdn a mas de 75 mg/l de medio de cultivo. Preferiblemente,
junto con el requisito genérico de aminodcidos, la glutamina y/o asparagina estdn a mas de 1 g/, mas preferiblemente
amds de 2 g/l del medio de cultivo de alta densidad. En el contexto de la presente invencién, se define cultivo celular
de alta densidad como una poblacién de células animales que tienen temporalmente una densidad de células viables
de al menos, o de mas de, 10° células/ml, preferiblemente de al menos o de més de 10° células/ml, y cuya poblacién
ha crecido continuamente a partir de una sola célula o indculo de densidad de células viables menor en un volumen de
cultivo celular constante o creciente.

En una realizacién preferida adicional, se usa un cultivo semicontinuo. Este es un sistema de cultivo en el que al
menos la glutamina, opcionalmente con uno o varios de otros aminodcidos, preferiblemente la glicina, se alimenta al
cultivo celular como se describe en el documento GB 2.251.249 para mantener su concentracién en el medio, aparte
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de controlar la concentracion de glucosa mediante alimentacién separada. Mds preferiblemente, la alimentacién de
glutamina y opcionalmente uno o varios de otros aminodcidos se combina con la alimentacién de una o més fuentes de
energia tales como glucosa al medio de cultivo celular como se describe en el documento EP-229.809-A. La alimen-
tacion se inicia habitualmente 25-60 horas después del inicio del cultivo; por ejemplo, es titil empezar la alimentacién
cuando las células han alcanzado una densidad de aproximadamente 10° células/ml. Es bien conocido en la técnica
que, en células animales cultivadas, la “glutamindlisis” (McKeehan et al., 1984, “Glutaminolysis in animal cells”,
en: “Carbohydrate Metabolism in Cultured Cells”, ed. M.J. Morgan, Plenum Press, Nueva York, pag. 11-150) puede
convertirse en una fuente importante de energia durante la fase de crecimiento. La alimentacién total de glutamina y/o
asparagina (para la sustitucion de glutamina por asparagina véase Kurano, N. et al., 1990, J. Biotechnology 15, 113-
128) esta habitualmente en el intervalo de 0,5 a 10 g por 1, preferiblemente de 1 a 2 g por 1 de volumen de cultivo;
otros aminodcidos que pueden estar presentes en la alimentacidn estdn de 10 a 300 mg de alimentacién total por litro
de cultivo. En particular, glicina, lisina, arginina, valina, isoleucina y leucina se alimentan habitualmente a mayores
cantidades de al menos 150 a 200 mg en comparacién con los demds aminodcidos. La alimentacién puede afadirse
como una adicién puntual o en forma de una alimentacién bombeada continuamente, preferiblemente la alimentacién
se bombea casi continuamente al biorreactor. No hace falta decir que el pH se controla cuidadosamente durante el
cultivo semicontinuo en un biorreactor a un pH aproximadamente fisiolégico dptimo para una estirpe celular dada
mediante la adicion de base o tamp6n. Cuando se usa glucosa como fuente de energia, la alimentacion de glucosa total
es habitualmente de 1 a 10, preferiblemente de 3 a 6 gramos por litro de cultivo. Aparte de la inclusién de aminoéci-
dos, la alimentacién comprende preferiblemente una baja cantidad de colina en el intervalo de 5 a 20 mg por litro de
cultivo. Més preferiblemente, dicha alimentacién de colina se combina con un suplemento de etanolamina esencial-
mente como se describe en el documento US 6.048.728, en particular en combinacién con alimentacién de glutamina.
No hace falta decir que, tras el uso del sistema marcador de GS, se requerirdn menores cantidades de glutamina en
comparacién con un sistema de expresion no de GS, puesto que la acumulacion de glutamina excesiva ademas de
la producida endégenamente darfa lugar a la produccién de amoniaco y a la toxicidad concomitante. Para la GS, la
glutamina en el medio o alimentacién se sustituye en su mayor parte por sus equivalentes y/o precursores, es decir
asparagina y/o glutamato.

Experimentos
Experimento 1
Expresion transitoria y estable de vector GFP que comprende la secuencia de sitio caliente en células CHO-K1

Se adaptaron células CHO-K1 (ATCC CCL-61) y se cultivaron en medio de cultivo celular normal GMEM-S
(Gibco, R.U.) con 10% de FCS. Para seleccion por GS, el medio debe estar completamente exento de glutamina
como se expone en la tabla 1 siguiente; esto requiere el uso de FCS dializado. Se llevé a cabo todo el cultivo en
matraz agitado a 36,5°C con agitacién orbital a 125 rpm. Se usé lipofectina (Superfectin™, Gibco, R.U.) para la
transfeccion y se midié la fluorescencia verde del conjunto transfectante en FACS con excitacion a 488 nm. Para cada
construccién de vector GS/GFP, se llevo a cabo la transfeccion independientemente cinco veces, siendo todos los datos
la media de cinco conjuntos analizados independientemente. Partiendo de transfectantes transitorios 48 horas después
de la transfeccion, se seleccion6 el 10% de células de mayor expresion del conjunto celular viable en el diagrama de
recuento celular frente a fluorescencia para determinar la fluorescencia media (Fig. 1). La poblacién de células viables
se ha preseleccionado mediante clasificacion en el diagrama de dispersion frontal frente a lateral.

Para generar transfectantes estables, se seleccion6 el marcador de GS 24 horas después de la transfeccion suple-
mentando el medio exento de glutamina con MSX 25 M (metionina sulfoximina, Crockett et al., ibid.) y continuando
el cultivo celular con divisiones regulares de los cultivos durante 26 dias. Obsérvese el impacto de los niveles medios
de otros aminodcidos sobre la potencia de MSX para seleccidn, véase Bebbington et al., documento US 5.827.739. Se
realiz6 entonces un andlisis de fluorescencia de nuevo como se exhibe anteriormente (Fig. 2).

Sirvieron como control negativo células no transfectadas. Se da en la SEC ID N° 1 el vector de punto caliente (pEE
15.1 “hCMV + punto caliente”) que impulsa la expresion de GFP bajo el control del promotor de hCMV que compren-
de el primer intrén completo de CMV, y es esencialmente el vector pEE 15.1 mostrado en la Fig. 3 en el que se insert
la secuencia de GFP en el sitio de restricciéon EcoRI en el poliengarce. El pEE 12.4 “hCMV” correspondiente a la SEC
ID N° 3 es idéntico al pEE 15.1 “hCMYV + punto caliente”, excepto porque no comprende el fragmento BamHI de 5,1
kb que alberga la secuencia de IgG 2A. El pEE 12.4 sirvié como control de vector. Se generd un control de vector adi-
cional pEE 12.4 “hCMV (Kozak-)” mutando la secuencia Kozak del sitio de clonacién coincidente con el sitio de inicio
de la traduccién (GCCGCCACCATGQG) a una secuencia Kozak funcional de fase desplazada (ACCATGGTCCATGG)
mediante mutagénesis dirigida por cebador (Sambrook et al., “Molecular cloning”, Cold Spring Harbor 1983), ate-
nuando la Kozak y el sitio de inicio de la traduccién originales. Se modificé adicionalmente por ingenieria genética
el vector de SEC ID N° 1 para eliminar la region moduladora de 400 pb de la porcién potenciadora de hCMYV, eli-
minando los elementos potenciadores cadena arriba de -750 desde el sitio de inicio de la transcripcidn, dando lugar a
pEE 15.1 “hCMV(mod-)/ADNc de GS”. Mediante el intercambio del médulo de ADNc de GS de pEE 15.1 (véase la
Fig. 3) por el minigén de GS de pEE 14.4 “hCMV (mod-)”/GFP, correspondiente a la SEC ID N° 2, se creé el vector
pEE 15.1 “hCMV (mod-)/minigén de GS”. Por tanto, todas las células transfectadas albergaban un vector plasmidico
que comprendia la secuencia de codificacién de GFP. El minigén de GS contiene un tnico primer intrén del gen GS
y aproximadamente 1 kb de ADN 3’-flanqueante bajo el control del promotor tardio de SV40; la parte 3° del ADN
de GS gendmico se cree que causa un mayor nimero de copias de ADN de vector y por tanto de GS en las células
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transfectadas (véase el documento US 4.770.359, Bebbington et al.). Aunque todos los vectores de hCMV empleados
en el presente estudio expresan el gen marcador de GS a partir de su secuencia de ADNc, el uso del minigén de GS se
incluy6é como un control adicional para excluir efectos potenciales del nimero de copias y del nivel de expresion de
GS.

Para el andlisis de la generacion y la expresion de células CHO transfectadas establemente, se realizaron trans-
fecciones con el vector de punto caliente linealizado vector pEE 15.1 “hCMV+ punto caliente”. Se cort6 el plasmido
linealizado con Sall en la porcién de secuencia que comprende IgG 2A, estimulando potencialmente los extremos de
ADN libres la recombinacién con regiones gendmicas que comparten un cierto grado de homologia con las porciones
de ADN flanqueantes, ensayando los efectos de modificacién dirigida potenciales de IgG 2A de miurido en células
CHO de hamster. La Pvul corta en el gen marcador de lactamasa bacteriano, y por lo tanto podria promover s6lo
una recombinacién aleatoria heter6loga. Es mds, la fluorescencia media era mayor en los transfectantes linealizados
con Pvul, mostrando tanto cierta influencia de la linealizacién de vector como que la modificacién dirigida de loci de
inmunoglobulina en células CHO no puede dar cuenta del efecto de la presente invencién. Ademads, el efecto de ac-
tividad promotora potenciada se observaba consistentemente en poblaciones celulares transfectadas transitoriamente,
correlaciondndose bien con la potencia relativa de las construcciones de vector individual. Claramente, la integracién
gendmica no estd implicada en esta etapa temprana de la transfeccion.

La Fig. 3 muestra el vector pEE 15.1 de aproximadamente 12.830 pb. Puede encontrarse una descripcion detallada
del marcador de GS y del médulo de expresiéon hCMV-p/intrén en los documentos US 5.827.739 y US 5.591.639. El
pEE 15.1 es una posible realizacion de un vector de expresion segin la presente invencidn, excepto porque la secuencia
de ADN que codifica la proteina producto recombinante no se ha insertado todavia en el sitio de poliengarce. Se da en
la SEC ID N° 1 la secuencia completa de 13.535 pb de la construcciéon pEE15.1 que alberga GFP. En ella, se insertd
la secuencia de codificacion de GFP en fase en el sitio de restricciéon EcoRI centrado en la posicion de base 12.814; se
describe con detalle la introduccidn del sitio de restriccion tinico que alberga el codén de inicio ATG y la optimizacién
del entorno de la secuencia Kozak del codén de inicio en el documento US 5.591.639. Por tanto, la expresion de la
proteina GFP estd bajo el control del promotor del gen temprano inmediato principal de hCMV (hCMV-MIE o hCMV
para acortar) seguido inmediatamente por el primer intrén del gen hCMV-MIE, seguido por el sitio Nco I (véase
el documento US 5.591.639). Se asegura la poliadenilacién por el sitio poliA de SV40 mas cadena abajo del sitio
de insercidn del poliengarce. El pEE 15.1 alberga adicionalmente una secuencia de ADNc que codifica la glutamina
sintetasa (GS) de hamster, que estd bajo el control del promotor temprano de SV 40 y es seguido por una secuencia
de intrén de SV40 + poliA. El locus del gen de IgG 2A o secuencia de “punto caliente” (los cuadros sombreados
CHI1, Hi, CH2, CH3, M1, M2 representan la regién constante de cadena pesada, membrana y anclaje a membrana)
es el fragmento BamHI de 5,1 kb del locus de IgG 2A de murido ya descrito en el documento WO 9.517.516 y las
referencias citadas en el mismo. Se muestran los sitios de restriccién tnicos Pvu Iy Sall.

Experimento 2
Electroporacion de células CHO con la construccion p12.4-GFP de mCMYV (SEC ID N°4)

Se cultivaron células CHO-K1 adheridas (ATCC CCL-61) en medio DMEM de Iscoves esencialmente como se
describe en el documento EP-481.791 que comprende glutamina 2 mM, que se suplementé adicionalmente con 10%
de FCS. Opcionalmente, pudieron usarse el medio G-MEM indicado en la tabla 1 y que comprende adicionalmente
glutamina 2 mM antes de la seleccion con el marcador de GS como en el experimento 1. Se desprendieron las células,
se sedimentaron y se resuspendieron dos veces en medio exento de suero, a una densidad final de 5,3 x 10° células/ml.
Se electroporaron por 750 ul de lote de electroporacién un total de 4 x 10° células. Se llevé a cabo la electroporacion
como se describe en “Methods in Molecular Biology”, ed. J.A. Nickoloff ed., Humana Press 1995, Vol. 48/Cap. 8:
“Animal cell electroporation and electrofusion protocols”. Se linealiz6 el ADN del vector p12.4 mCMV-GFP (secuen-
cia ID N°4). Se afiadieron 50 ul (20 ug) de ADN a 750 ul de células en cubeta de electroporacion y se electroporaron a
300 V/750 uF, esperando un tiempo de electroporacion de aproximadamente 12-14 ms. Después de la electroporacion,
se transfirieron 800 ul de volumen de células a 25 ml de medio de cultivo Glasgow-MEM modificado (GMEM, Gibco)
para seleccion por GS (que comprende 10% de suero fetal pero no glutamina, para los detalles véase la tabla 1) en un
matraz T75. Se dividen en 2 matraces T75 transfiriendo 12,9 ml a un segundo matraz e incubando durante una noche
a 37°C en 10% de CO,.

El dia siguiente, se afiadieron 37,5 ml de medio de cultivo GMEM de seleccion por GS suplementado con 10%
de FBS + MSX 33,3 uM (metionina sulfoximina). Por tanto, la MSX era finalmente de ~25 uM. Se contaron los
transfectantes después de incubacién adicional durante 26 dias mediante recuento de colonias por matraz. Tras ins-
peccién microscopica en un microscopio invertido estandar para inspeccién de los matraces de cultivo, se iluminaron
brillantemente con luz verde las colonias positivas y pudieron contarse ficilmente.

La construccién de mCMV de SEC ID N° 4 proporcionaba hasta 20 veces mds focos que las células que se
transfectaron en paralelo con la construccién de hCMV de SEC ID N° 3. Las construcciones de vector diferian s6lo en
los elementos promotores de CMV que impulsan la expresion de GFP, siendo idénticas las partes de vector restantes de
los vectores (incluyendo el marcador de GS; ADNc de médulo marcador de GS de p12.4). Si se diluian las células en
placas de 96 pocillos inmediatamente después de la transfeccion, surgian muchas mas colonias de células transfectadas
con mCMYV (>400 colonias) que de células transfectadas con hCMV (aproximadamente 45 colonias).
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TABLA 1

Medio para seleccion por GS

A. Disoluciones madre

1.

Agua doblemente destilada sometida a autoclave en
alicuotas de 400 ml
10 x Glasgow-MEM (GMEM) sin glutamina (GIBCO: 042-
2541 en R.U.). Almacenar a 4°C.
Bicarbonato de sodio al 7,5% (GIBCO: 043-05080 en
R.U.; 670-5080 en EE.UU.). Almacenar a 4°C.
100 x aminoacidos no esenciales (AANE) (GIBCO: 043-
01140 en R.U.; 320-1140 en EE.UU.). Almacenar a
4°C.
100 x glutamato + asparagina (G + A): anadir 600 mg
de acido glutémico y 600 mg de asparaginas (Sigma).
Completar hasta 100 ml con agua destilada vy
esterilizar pasando a través de un filtro estéril
de 2 pym (Nalgene). Almacenar a 4°C.
Piruvato de sodio 100 mM (GIBCO: 043~01360 en R.U.;
320-1360 en EE.UU.)
50 % nucledsidos:
35 mg de adenosina
35 mg de guanosina
35 mg de citidina
35 mg de uridina
12 mg de timidina
(cada una de Sigma). Completar hasta 100 ml con
agua, esterilizar por filtracién y almacenar a -
20°C en alicuotas de 10 ml.
FCS dializado (GIBCO: 014-06300). Termoinactivar a
56°C durante 30 min y almacenar a -20°C. Es
esencial usar FCS dializado cuando se usa seleccién
poxr GS.

Penicilina-estreptomicina a 5000 unidades/ml (P/S:
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GIBCO: 043-05070 en R.U.; 600-5070 en EE.UU.).

10. L.MSX 100 mM (Sigma): preparar una disolucidén 18
mg/ml en  PBS. Esterilizar por filtracién vy
almacenar a -20°C.

B. Preparacién de medio

Afiadir lo siguiente en el orden dado wusando técnicas

asépticas para preparar el medio GMEM-S

1. Agua 400 ml
2. 10 x GMEM 50 ml
3. Bicarbonato de sodio 18,1 ml
4. AANE 5 ml

5. G + A 5 ml

6. Piruvato de sodio 5 ml

7. Nucledsidos 10 ml
8. FCS dializado 50 ml
9. Penicilina-estreptomicina 5 ml

El GMEM-S contiene amino4cidos no esenciales, alanina, aspartato, glicina, prolina y serina (100 M), glutamato
y asparaginas (500 uM) y adenosina, guanosina, citidina y uridina (30 uM), y timidina (10 uM).
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REIVINDICACIONES

1. Uso del promotor de mCMYV para potenciar la tasa de transfeccion de un vector de expresion de mamifero en
células CHO.

2. Uso segtn la reivindicacién 1, en el que el promotor de mCMYV estd contenido en el vector de expresion de
mamifero que comprende al menos una primera unidad de transcripcion del gen producto, estando dicha unidad de
transcripcion bajo el control del promotor de mCMYV, y una segunda unidad de transcripcién que comprende un gen
marcador de glutamina sintetasa (GS).

3. Uso segtin la reivindicacién 1 6 2, caracterizado porque el promotor de mCMV comprende el sitio de inicio de
la transcripcion natural (+0) y se extiende cadena arriba hasta la posicion -500.

4. Uso segtn la reivindicacion 3, caracterizado porque el promotor de mCMYV se extiende hasta el sitio de restric-
cion Xhol natural.

5. Uso segun la reivindicacién 3, caracterizado porque el sitio de inicio de la transcripcién estd modificado por
ingenieria genética para comprender un sitio de restriccién adecuado para la insercién de un producto génico recom-
binante.

6. Uso segin una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5, caracterizado porque el promotor de mCMYV en la
primera unidad de transcripcién carece del primer intrén natural del promotor de mCMV.

7. Uso segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque el vector comprende una porcién
del locus del gen de IgG 2A de mirido, potenciando dicha porcidn la actividad del promotor de mCMV.

10



JOJO9A 8p S|8uUO0looNI}suod

ES 2314 248 T3

SO op
usbiuiwy
ejusied ojund SIueIeo ojund
ouslleo ojund 4 (-pows)  + (-pow) (=ezoy) Bau
+ ANOY  AINOY AWM AWOY ANOY (1 OHO)
! s 7 : — e 0
T e ] oz
oy L - O
- R o8
f - 001
- 0Cl
- Ol
L 091

OHH ua solioyisuel] - | "Bi4

11

B|pal apJaA BIOUaoSaION|}



Fig. 2 - Estables en CHO
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LISTA DE SECUENCIAS

<120> Método de expresion de proteina recombinante en células CHO

<130> Lip30+31
<140> NA 25/01

<141> 07-2002
<160> 4

<170> PatentIn version 3.1

<210>1
<211> 6679
<212> ADN

<213> Hamster sp.

<220>

<221> misc_feature
<223> SEC ID N° 4: plasmido circular de GS vector p12.4 corto mCMV-GFP /clon 3

<400> 1

gaattcattg
ccteccacac
gtttattgca
agcatrtrtt
tgtctggeag
cattgtgctg
atgagcgceca
cttcggecag

gctgaaccce

atcataatca
ctccecectga
gcttataatg
tcactgcatt
ccgecgacctg
gcggtaggcg
gtcgtcgtcg
tgcgtcgage

caaccgttcc

gccataccac
acctgaaaca
gttacaaata
ctagttgtgg
caggcgcaga
agcagcgect
gctctecggea
agcgceeget

gccagtttge

atttgtagag
taaaatgaat
aagcaatagc
tttgtccaaa
actggtaggt
gcctgaagcet
ccgaagtgct
tgttcctgaa
gtgtcgtcag

gttttacttg
gcaattgttg
atcacaaatt
ctcatcaatg
atggaagatc
gcgggcattc
atgattctcc
gtgccagtaa

accgtctacg

ctttaaaaaa
ttgttaactt
tcacaaataa
tatcttatca
cctcgagatc
ccagtcagaa
gccagcatgg
agcgecgget

ccgacctegt
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240
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tcaacaggtc
ctttatcact
gcacaatgga
cgccacaggt
tcgccacttc
cgggggactg
cggcctcaac
acctcgggcc
aaatcgacgc
tcccectgga
gtccgecttt
cagttcggtg
cgaccgctge
atcgccactg
tacagagttc
ctgcgctetg
acaaaccacc
aaaaggatct
aaactcacgt
tttaaattaa
cagttaccaa
catagttgcc
ccccagtgcet
aaaccagcca
ccagtctatt
caacgttgtt
attcagctcc
agcggttagc
actcatggtt
ttctgtgact
ttgctcttge
gctcatcatt
atccagttcg
cagcgtttct

Cagggcggca
gataaacata
tctcgaggtce
gcggttgetg
dggctcatga
ttgggcgeca
ctactactgg
gcgttgctgg
tcaagtcaga
agctcccteg
ctcccttegg
taggtcgttc
gccttatecg
gcagcagcca
ttgaagtogt
ctgaagccag
gcrggtageg
caagaagatc
taagggattt
aaatgaagtt
tgcttaatca
tgactccccg
gcaatgatac
gccggaaggg
aattgttgcc
gccattgcta
ggttcccaac
tcctteggtc
atggcagcac
ggtgagract
ccggegtcaa
ggaaaacgtt
atgtaaccca

gggtgagcaa
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cggatcactgd
atatgtccac
gagggatctc
gcgcctatat
gcgettgttt
tctcecttgea
gctgecttect
cgtttttcca
ggtggcgaaa
tgcgctctee
gaagcgtggc
gctccaagcet
gtaactatcg
ctggtaacag
ggcctaacta
ttaccttcgq
gtggtttttt
ctttgatctt
tggtcatgag
ttaaatcaat
gtgaggcacc
tcgtgtagat
cgcgagaccce
ccgagcegeag
gggaagctag
caggcategt
gatcaaggcg
ctccgategt
tgcataattc
caaccaagtc
tacgggataa
cttcggggceg
ctcgtgcacc

aaacaggaag

tattcggctg
caacttatca
tagaggatcc
cgccgacatc
cggcgtgggt
tgcaccattc
aatgcaggag
taggctccgc
cccgacagga
tgttccgacc
gcttrctcat

.gggctgtgtg

tcttgagtcc
gattagcaga
cggctacact
aaaaagagtt
tgtttgcaag
ttctacagag
attatcaaaa
ctaaagtata
tatctcageg
aactacgata
acgctcaccg
aagtggtcct
agtaagtagt
ggtgtcacgc
agttacatga
tgtcagaagt
tcttactgtc
attctgagaa
taccgegeca
aaaactctca
caactgatct
gcaaaatgcc

caactttgtc
gtgataaaga
atattcgcgg
accgatgggg
atggtggcag
cttgcggcgg
tcgcataagg
cccectgacg
ctataaagat
ctgccgctta
agctcacgct
cacgaacccc
aacccggtaa
gcgaggtatg
agaagaacag
ggtagctctt
cagcagatta
tctgacgcte
aggatcttca
tatgagtaaa
atctgtctat
€gggagggct
gctccagatt
gcaactttat
tcgccagtta
tcgtegtttg
tcccccatge
aagttggccg
atgccatceg
tagtgtatgc
catagcagaa
aggatcttac
tcagcatctt

gcaaaaaagg

atgcttgaca
atccgcgeca
gcatcaccgg
aagatcgggc
gccccgtggce
cggtgctcaa
gagagcgtcg
agcatcacaa
accaggcgtt
ccggatacct
gtaggtatct
ccgtrcagec
gacacgactt
taggcggtgc
tatttggtat
gatccggcaa
cgcgcagaaa
agtggaacga
cctagatect
cttggtctga
ttcgttcatc
taccatctgg
tatcagcaat
ccgectecat
atagtttgcg
gtatggcttc
tgtgcaaaaa
cagtgttatc
taagatgctt
ggcgaccgag
ctttaaaagt
cgctgttgag
ttactttcac
gaataagggc

600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
13140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1380
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
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gacacggaaa
gggttattgt
ggttccgege
gacattaacc
cgttcgtaat
tcaccttcgg
taaattcctt
ggtgtggaaa
agrcagcaac
tgcatctcaa
ctcegeccag
aggccgagyc
gcctaggctt
cacctcagca
gggtgagaaa
Caaaacccege
tgatggctct
tgccatgttt
caagtacaac
catggtgagc
agatgggcac
ctgtagtgtg
ctgcttgtat
ggaactccaa
tttcatcttg
cattcctgag
ggaggagaat
gtaccacatt
gttccacgaa
catccgcatt
ctctgccaat
tgagactggc
ctttcctagt

ggtgtgacat

tgttgaatac
ctcatgagcg
acattrcccce
tataaaaata
gttccgtgge
gtgggecrtt
gcggetttgg
gtccccaggce
caggtgtgga
ttagtcagca
ttccgeccat
cgccteggec
ttgcaaaaag
agttcccact
gtccaagcca
accctggact
agtacctttc
cgggacccct
cggaagcetg
aaccagcacc
ccttttggtt
ggcgcagaca
gctggggtca
ataggaccct
catcgagtat
aactggaatg
ggtctgaagc
cgagcctacyg
acgtccaaca
ccccggactg
tgtgacccct
gacgagcect
tcatcecacc

aattggacaa
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tcatactctt
gatacatatt
gaaaagtgcc
ggcgtatcac
accgaggaca
ctgcgtttat
cagccaagct
teccccageag
aagtccccag
accatagtcc
tctecgeece
tctgagctat
ctagcttggg
tgaacaaaaa
tgtatatctg
gtgagcccaa
agtctgaggg
tccgcagaga
cagagaccaa
ccrggtttag
ggccttccaa
aagcctatgg
agattacagg
gtgaaggaat
gtgaagactt
gtgcaggctg
acatcgagga
atcccaaggg
tcaacgactt
tcggccagga
ttgcagtgac
tccaatacaa
ccgccccaga

actacctaca

cctttitcaa
tgaatgtatt
acctgacgtc
gaggccctga
accctecaaga
aaggagacac
agatccggcet
gcagaagtat
gctccecage
cgccectaac
atggctgact
tccagaagta
gccaccgete
catcaagcaa
ggttgatggt
gtgtgtagaa
ctccaacagt
tcccaacaag
tttaaggcac
aatggaacag
tggctttecet
cagggatatc
aacaaatget
ccgcatggga
tggggtaata
ccataccaac
ggccatcgag
gggcciggac
ttctgctggt
gaagaaaggt
agaagccatc
aaactaatta
gagatctttg
gagatttaaa

tattattgaa
tagaaaaata
taagaaacca
tggctetttg
gaaaatgtaa
ttratgttrta
gtggaatgtg
gcaaagcatg
aggcagaagt
tccgeccatc
aattrrrttt
gtgaggaggc
agagcacctt
atgtacttgt
actggagaag
gagttacctg
gacatgtatc
ctggtgttct
tcgtgtaaac
gagtatactc
gggccccaag
gtggaggctc
gaggtcatgc
gatcatctct
gcaacctttg
tttagcacca
aaactaagca
aatgcccgtg
gtcgccaatc
tactttgaag
gtccgcacat
gactttgagt
tgaaggaacc

gctctaaggt

gcatttatca
aacaaatagg
tTtattatcat
cggcacccat
tcacactggc
agaaggttgg
tgtcagttag
catctcaatt
atgcaaagca
ccgcecectaa
atttatgcag
ttttttggag
ccaccatggc
gcctgeecca
gactgcgctg
agtggaattt
tcagcecrgt
gtgaagtrtt
ggataatgga
tgatgggaac
gtccgtatta
actaccgege
ctgcccagtg
gggtggcccg
accccaagcc
aggccatgcg
agcggcaccg
gtctgactgyg
gcagtgccag
accgeggecc
gccttctcaa
gatcttgagc
ttacttctgt

daatataaaa

2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

tttttaagtg
acctatggaa
tgctcagaag
cctccaaaaa
tttttgagtc
aaggaaaaag
agtaggcata
gtgtctgcta
ggggttaata
cacatttgta
acataaaatg
ataaagcaat
tggtttgtcc
gacggtgagg
aaggtcaata
agggactttc
ttttcccatt
caatttaatt
atgcaacgtg
tgagccaata
ttcecctgga
ataagaggcg
agaagcttgc
tcatgagctt
gctgcggcaa
gcgecceect
ccttcaccaa
tcgtgtacga
tcaacctgat
acgacggcce
acatgaacga
agttctacag
ccgagtacca
tggagcagca

tgcacgagtg

tataatgtgt
ctgatgaatg

aaatgccatc

agaagagaaa
atgctgtgtt
ctgcactgct
acagttataa
ttaataacta
aggaatattt
gaggttttac
aatgcaattg
agcatcacaa
aaactcatca
cgcgectact
ggggtgaatc
cattgggttt
attggcacgt
aaaacgccat
acctttaaac
cacgtcaatg
aattccatat
cgaccagegt
cgccaccatg
caaggtgaac
gggcaacatc
gcccttegec
gtaccccgag
gcgcaccctg
cgaggagatg
cgtgatgaag
cggcgtgctg
ctgccacatg
cttcatccag
cgagaccgee

ggtgtaata
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taaactactg
ggagcagtgg
tagtgatgat
ggtagaagac
tagtaataga
atacaagaaa
tcataacata
tgctcaaaaa
gatgtatagt
ttgctttaaa
ttgttgttaa
atttcacaaa
atgtatctta
gagtcattag
aacaggaaag
tgcccagtac
acataaggtc
gtactttccc
ggtactttcc
ggaagtgaaa
tggcacgcat
cggtaccgte
gtgagcaagc
ctggagggcg
ctgttcggca
ttcgacatcc
gacatcagcg
cgctacgagg
ttcgtgtacc
aagaccatca
gtgggccadg
cgcaccctga
caccgcctgg

atcgcccagc

attctaattg
tggaatgect
gaggctactg
cccaaggact
actcttgett
attatggaaa
ctgttttttc
ttgtgtacct
gccttgacta
aaacctceca
cttgtrttatt
taaagcattt
tcatgtctgy
ggactttcca
tcccattgga
aaaaggtcaa
aataggggtg
accattgacg
catagctgat
gggcagccaa
tctattggct
gcagtctteg
agatcctgaa
tggtgaacaa
accagctggt
tgagccecge
acttcttcat
acggcggect
gcgtggagta
ccggectgea
tgatcctggt
tgaagagcaa
agaagaccta

tgaccagect

ttrgtgtatt
ttaatgagga
ctgactctca
Ttcctrcaga
gctttgctat
aatattctgt
ttactccaca
ttagctrttt
gagatcataa
caccteccec
gcagcttata
ttttcactge
atctctagct
atgggttttg
gccaagtaca
tagggggtga
agtcattggg
tcaatgggct
taatgggaaa
aacgtaacac
gagctgegtt
gtctgaccac
gaacaccggc
ccacgtgttc
gcagatcege
cttccagtac
ccagagcttc
ggtggagatc
caagggcecgce
gcccagetrc
gtaccgcetg
gggcatggtg
cgtggaggac
gggcaagccc

ttagattcca
aaacctgttt
acattctact
attgctaagt
ttacaccaca
aacctttata
caggcataga
aatttgtaaa
tcagccatac
tgaacctgaa
atggttacaa
attctagttg
tcgtgtcaag
cccagtacat
ctgagtcaat
gtcaatgggt
tttttccage
attgaaacta
gtaccgrtct
cgccceggtt
ctacgtgggt
cgtagaacgc
ctgcaggaga
accatggagg
gtgaccaagg
ggcaaccgca
ccecgeecgget
cgcagcgaca
aacttcccca
gaggtggtgt
aacagcggca
aaggacttcc

ggcggcettcg
ctgggcagcc

4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
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<210>2

<211> 8251
<212> ADN

<213> Hamster sp.
<220>

<221> misc_feature

<223> SECID N° 3:

<400> 2
gaattcattg
ccteccacac
gtttattgca
agcattrrtt
tgtctggeag
cattgtgctg
atgagcgcca
cttcggccag
gctgaacccc
tcaacaggtc
ctttatcact
gcacaatgga
cgccacaggt
tcgeeactte
cgggggactg
cggcctcaac
acctegggec
aaatcgacgc
tcceectgga
gtccgecttt
cagttcggtg
cgaccgetge
atcgccactg

ES 2314248 T3

plasmido circular de GS vector p12.4 hCMVp-GFP /clon 13

atcataatca
ctcccectga
gcttataatg
tcactgcatt
ccgcgacctg
gcggtaggcg
gtcgtcgtcg
tgcgtcgage
caaccgttcc
cagggcyggca
gataaacata
tctcgaggtc
gcggttgctg
gggctcatga
ttgggcgcca
ctactactgg
gcgttgctag
tcaagtcaga
agctccctceg
ctcccttegg
taggtcgttc
gccttatccg

gcagcagcca

gccataccac
acctgaaaca
gttacaaata
ctagttgtag
caggcgcaga
agcagcgect
gctctcggcea
agcgeccgcet
gccagtttac
cggatcactg
atatgtccac
gagggatctc
gcgcectatat
gcgettgttt
tctccttgea
gcrgettect
cgtttttcca
ggtggcgaaa
tgcgctctec
gaagcgtggc
gctccaagct
gtaactatcg
ctggtaacag

‘atttgtagag
taaaatgaat
aagcaatagc
tttgtccaaa
actggtaggt
gcctgaagcet
ccgaagtgct
tgttcctgaa
gtgtcgtcag
tattcggcetg
caacttatca
tagaggatcc
cgccgacatc
Cggcgtgggt
tgcaccattc
aatgcaggag
taggctccge
cccgacagga
tgttccgace
gctttctcat
gggctgtgtg
tcttgagtcee

gattagcaga

gttttacttg
gcaattgttyg
atcacaaatt
ctcatcaatg
atggaagatc
gcgggeattc
atgattctcc
gtgccagtaa
accgtctacg
caactttgtc
gtgataaaga
atattcgcgg
accgatggag
atggtggcag
cttgcggegg
tcgcataagg
ccccctgacg
ctataaagat
ctgccgctta
agctcacget
tacgaacccc
aacccggtaa

gcgaggtatg

ctttaaaaaa
ttgttaactt
tcacaaataa
tatcttatca
cctcgagatc
ccagtcagaa
gccagcatgg
agcgeegget
ccgacctcgt
atgcttgaca
atccgcgeca
gcatcaccgg
aagatcgggce
gcceegtgge
cggtgctcaa
gagagcgrcg
agcatcacaa
accaggegtt
ccggatacct
gtaggtatct
ccgttcagee
gacacgactt

taggcggtgce

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
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tacagagttc
ctgcgctctg
acaaaccacc
aaaaggatct
aaactcacgt
tttaaattaa
cagttaccaa
catagttgcc
ccccagtget
aaaccagcca
ccagtctatt
caacgttgtt
attcagctcc
agcggttage
actcatggtt
ttcegtgact
ttgctecttge
gctcatcatt
atccagttcg
cagcgtrtct
gacacggaaa
gggttattgt
ggttccgege
gacattaacc
cgttcgtaat
tcaccttcgg
taaattcctt
ggtgtggaaa
agtcagcaac
tgcatctcaa
ctccgeecag
aggccgaggc
gcctaggctt

cacctcagca

ttgaagtggt
ctgaagccag
gctggtagcg
taagaagatc
taagggattt
aaatgaagtt
tgcttaatca
tgactcecccg
gcaatgatac
gccggaagag
aattgttgcc
gccattgcta
ggttcccaac
tcctteggte
atggcagcac
ggtgagtact
ccggecgtcaa
ggaaaacgtt
atgtaaccca
gggtgagcaa
tgttgaatac
ctcatgagcg
acatttcccc
tataaaadta
gttccgtagc
gtgggccttt
gcgoctttgg
gtccccaggce
caggtgtgga
ttagtcagca
tteegeecat
cgccteggec
ttgcaaéaag

agttcccact
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ggcctaacta
ttaccttcgg
gtggtttttt
ctttgatctt
tggtcatgag
ttaaatcaat
gtgaggcacc
tcgtgtagat
cgcgagaccc
ccgagcgeag
gggaagctag
caggcatcgt
gatcaaggcg
ctccgatcgt
tgcataattc
cadccaagtc
tacgggataa
cttcggggcg
ctcgtgcacc
aaacaggaag
tcatactctt
gatacatatt
gaaaagtgcc
ggcgratcac
accgaggaca
ctgcgtttat
cagccaagct
tccccageag
aagtccccag
accatagtcc
tctecgeece
tctgagctat
ctagcttogg

tgaacaaaaa

cggctacact
aaaaagagtt
tgtttgcaag
ttctacgggg
attatcaaaa
ctaaagtata
tatctcagcg
aactacgata
acgctcaccg
aagtggtcct
agtaagtagt
ggtgtcacgc
agttacatga
tgtcagaagt
tcttactgtc
attctgagaa
taccgegceea
aaaactctca
caactgatct
gcaaaatgcc
cctttttcaa
tgaatgtatt
acctgacgtc
gaggccctga
accctcaaga
aaggagacac
agatccggcet
gcagaagtat
gctccccage
cgccectaac
atggctgact
tccagaagta
gccaccgete

catcaagcaa

agaagaacag
ggtagctett
cagcagatta
tctgacgetc
aggatcttca
tatgagtaaa
atctgtctat
cgggagggct
gctcecagatt
gcaactttat
tcgcecagtta
tcgtegtttg
tcccccatgt
aagttggecg
atgccatccg
tagtgtatgc
catagcagaa
aggatcttac
tcagcatctt
gcaaaaaagyg
tattattgaa.
tagaaaaata
taagaaacca
tggctctttg
gaaaatgtaa
tttatgttta
gtggaatgtg
gcaaagcatg
aggcagaagt
tccgeccatc
aattrrtett
gtgaggaggc
agagcacctt
atgtacttgt

tatttggtat
gatccggcaa
cgcgcagaaa
agtggaacga
cctagatcct
cttggtctga
ttcgtteatc
taccatctgg
tatcagcaat
ccgcetccat
atagtttgcg
gtatggcttc
tgtgcaaaaa
cagtgttatc
taagatgctt
ggcgaccgag
ctttaaaagt
cgctgttgag
ttactttcac
gaataagggc
gcatttatca
aacaaatagg
ttattatcat
cggcacceat
tcacactgge
agaaggttag
tgtcagttag
catctcaatt
atgcaaagca
ccgecectaa
atttatgcag
ttttttggag
ccaccatggc

gcctgecccca

1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220

2280
2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700
2760

2820

2880

2940

3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
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gggtgagaaa
caaaacccgc
tgatggctct
tgccatgttt
caagtacaac
catggtgagc
agatgggcac
ctgtggtgtg
ctgcttgtat
ggaactccaa
tttcatcttg
cattcctggg
ggaggagaat
gtaccacatt
gttccacgaa
catcegcatt
ctctgccaat
tgagactggc
ctttcctagt
ggtgtgacat
tttttaagtg
acctatggaa
tgctcagaag
cctccaaaaa
tttttgagtc
aaggaaaaag
agtaggcata
gtgtctgcta
ggggttaata
cacatttgta
acataaaatg
ataaagcaat
tggtttgtcc
cggtgactgc

gtccaageca
accctggact
agtacctttc
cgggaccect
cggaagcctg
aaccagracc
cctrttggtt
ggcgcagaca
gctggggtca
ataggaccct
catcgagtat
aactggaatg
ggtctgaagc
cgagcctacg
acgtccaaca
ccccggactg
tgtgaccect
gacgagccct
Tcatcccacc
aattggacaa
tataatgtgt
ctgatgaatg
aaatgccatc
agaagagaaa
atgctgtgtt
ctgcactgct
acagttataa
ttaataacta
‘aggaatattt
gaggttrrtac
aatgczattg
agcatcacaa
aaactcatca

agtgaataat
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tgtatatctg
gtgagcccaa
agtctgaggg
tccgcagaga
cagagaccaa
cctggtttag
ggccttccaa
aagcctatgg
agattacagg
gtgaaggaat
gtgaagactt
gtgcaggctg
acatcgagga
atcccaaggg
tcaacgactt
tcggccagga
ttgcagtgac
tccaatacaa
ccgececcaga
actacctaca
taaactactg
ggagcagtag
tagtgatgat
ggtagaagac
tagtaataga
atacaagaaa
tcataacata
tgctcaaaaa
gatgtatagt
ttgctttaaa
ttgttgttaa
atttcacaaa
atgtatctta
aaaatgtgtg

ggttgatggt
gtgtgtagaa
ctccaacagt
tcccaacaag
tttaaggcac
aatggaacag
tggctttect
cagggatatc
aacaaatgct
ccgcatggga
tggggtaata
ccataccaac
ggccatcgag
gggcctggac
ttctgetggt
gaagaaaggt
agaagccatc
aaactaatta
gagatctttg
gagatttaaa
attctaattg
tggaatgcct
gaggctactg
cccaaggact
actcttgctt
attatggaaa
ctgtttttte
ttgtgtacct
gccttgacta
aaacctccca
cttgttrtatt
taaagcattt
tcatgtctag
tttgtccgaa

actggagaag gactgcgctg

gagttacctg agtggaattt

gacatgratc tcagccctgt

ctggtgttct
tcgtgtaaac
gagtatactc
gggccccaag
gtggaggctc
gaggtcatgc
gatcatctrct
gcaacctttg
tttagcacca
adactaagca
aatgccegtg
gtcgccaatc
tactttgaag
gtccgecacat
gacttrgagt
tgaaggaacc
gctctaaggt
tttgtgtatt
ttaatgagga
ctgactctca
ttccttcaga
gctttgetat
aatattctgt
ttactccaca
ttagcttttt
gagatcataa
caccteeeec
gcagcttata
ttttcactge
atctagcttc

atacgcgttt

gtgaagtttt
ggataatgga
tgatgggaac
gtccgtatta
actaccgege
ctgcccagtg
gggtrggcccg
accccaagec
aggccatgeg
agcggceaccg
gtctgactgg
gcagtgccag
accgcggece
gccttctcaa
gatcttgagc
ttacttctgt
aaatataaaa
ttagattcca
aaacctgttt
acattctact
attgctaagt
ttacaccaca
aacctttata
caggcataga
aatttgtaaa
tcagccatac
tgaacctgaa
atggttacaa
attctagttg
gtgtcaagga
tgagatttct

3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3300
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
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gtcgccgact
ttggaaaaat
tgtaactgat
agcgcttata
tgtgtcgcaa
tagaggcgac
ttggccatta
attgcatacg
accgccatgt
agttcatagc
ctgaccgecc
gccaatagag
ggcagtacat
atggcccegcec
catctacgta
gcgtggatag
gagtftgttt
attgacgcaa
agtgaaccgt
ccgggaccga
caagagtgac
atgctatact
ggtatagctt
acgatacttt
atatgccaat
tctcatttat
ttattaaaca
cttctccagt
atggtcgcte
gcccaccace
gctcggggag
agatgcaggc
gctgttaacg

cagacataat

aaattcatgt
Ccgatatttga
atcgccattt
tcgtttacgg
atatcgcagt
atcaagctgg
gccatattat
ttgtatccat
tgacattgat
ccatatatgg
aacgacccece
actttccatt
caagtgtatc
tggcattatyg
ttagtcatcg
cggtttgact
tggcaccaaa
atgggcggta
cagatcgcect
tccagcctec
gtaagtaccqg
gtttttggct
agcctatagg
ccattactaa
acactgtcct
tatttacaaa
taacgtogga
agcggeggag
ggcagctcct
accagtgtgc
cgggcttgcea
agctgagttg
gtggagggca
agctgacaga

ES 2314 248 T3

cgcgcgatag
aaatatggca
ttccaaaagt
gggatggcga
ttcgatatag
cacatggcca
tcattggtta
atcataatat
tattgactag
agttccgcegt
gcccattgac
gacgtcaatg
atatgccaag
cccagtacat
ctattaccat
cacggggatt
atcaacggga
ggcgtgtacg
ggagacgcca
gcggcecggga
cctatagagt
tggggtctat
tgtgggttat
tccataacat
tcagagactg
ttcacatata
tctecacgey
cttctacatc
tgctcctaac
cgcacaaggce
ccgetgacge
ttgtgttctg
gtgtagtctg

ctaacagact

tggtgtttat
tattgaaaat
gatttttggg
tagacgactt
gtgacagacg
atgcatatcg
tatagcataa
gtacatttat
ttattaatag
tacataactt
gtcaataatg
ggtggagtat
tacgccceect
gaccttatagg
ggtgatgcgg
tccaagtctc
ctttccaaza
gtgggaggtc
tccacgetgt
acggtgcatt
ctataggecc
acaccceegce
tgaccattat
ggctetttgce
acacggactc
caacaccacc
aatctcgggt
cgagcectgce
agtggaggcc
cgtggcggta
atttggaaga
ataagagtca
agcagtactc
gttectttce

cgccgataga
gtcgccgatg
catacgcgat
tggtgacttg
atatgaggct
atctatacat
atcaatattg
attggctcat
taatcaatta
acggtaaatg
acgtatgttc
ttacggtaaa
attgacgtca
gactttccta
ttttggcagt
caccccattg
tgtcgtaaca
tatataagca
tttgacctcc
ggaacgcgga
acccccttag
ttccteatgt
tgaccactcc
cacaactctc
tgtattttta
gtccccagtg
acgtgttccg
tcccatgect
agacttaggc
gggtatgtgt
cttaaggcag
gaggtaactc
gttgctgeeg
atgggtcttt

gatggcgata
tgagtttctg
atctggcgat
ggcgattctg
atatcgccga
tgaatcaata
gctattggcec
gtccaacatt
cggggtcatt
gceccgectgyg
ccatagtaac
ctgcccactt
atgacggtaa
cttggcagta
acatcaatgg
acgtcaatgg
actcegececc
gagctcgttt
atagaagaca
ttcececegtgce
cttettatge
tataggtgat
cctattggtg
tttattggct

caggatgggg
ccecgeagttt
gacatgggct
ccagcgactc
acagcacgat
ctgaaaatga
cggcagaaga
ccgttgeggt
cgecgegecac

tctgcagtca

5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
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ccgtccttga cacgaagctt gccgccacca tggtgagcaa gcagatcctg aagaacaccg 7560
gcctgcagga gatcatgage ttcaaggtga acctggaggg cgtggtgaaC aaccacgtgt 7620
tcaccatgga gggctgcggc aagggcaaca tcctgttcgg caaccagctg gtgcagatcc 7680
gcgtgaccaa gggcgcccce ctgeecttcg ccttcgacat cctgagecccc gecttccagt 7740
acggcaaccyg caccttcacc aagtaccccg aggacatcag cgacttcttc atccagagct 7800
tccecgeegyg cttcgtgtac gagegcaccc tgcgctacga ggacggegge ctggtggaga 7860
tccgcagcga catcaacctg atcgaggaga tgttcgtgta ccgcgtggag tacaagggee 7920
gcaacttcce caacgacggc cccgtgatga agaagaccat caccggecctg cagcccaget 7980
tcgaggtggt gtacatgaac gacggegtgc tggtgggcca ggtgatcctg gtgtaccgce 8040
tgaacagcgg caagttctac agctgccaca tgcgcaccct gatgaagagc aagggcgtgg 8100
tgaaggactt ccccgagtac cacttcatcc agcaccgcct ggagaagacc tacgtggagg 8160
acggeggett cgtggagcag cacgagaccg ccatcgccca gctgaccagc ctgggcaagc 8220
ccctgggcag cctgcacgag tgggtgtaat a 8251

<210> 3

<211> 10369

<212> ADN

<213> Hamster sp.

<220>

<221> misc_feature
<223> SEC ID N° 2: plasmido circular minigén de GS-vector p 14.4 DeltaModulator (mod-) hCMVp-GFP/clon 6

40

45

50

55

60

65

<400> 3
gaattcattg atcataatca gccataccac atttgtagag gttttacttg ctttaaaaaa 60
cctcccacac ctccccctga acctgaaaca taaaatgaat gcaattgttg ttgttaactt 120
gtttattgca gcttataatg gttacaaata aagcaatagc atcacaaatt tcacaaataa 180
agcatttttt tcactgcatt ctagttgtgg tttgtccaaa ctcatcaatg tatcttatca 240
tgtctggcgg cecgcgacctg caggcgcaga actggtaggt atggaagatc cctcgagatc 300
cattgtgctg gcggtaggcg agcagcgcct gecctgaaget gegggeattc ccagtcagaa 360
atgagcgcca gtcgtcgtcg geotctcggca ccgaagtgct atgattctcc gecagcatgg 420
cttcggccag tgcgtcgagc agcgeecgct tgttcectgaa gtgccagtaa agcgccgget 480
gctgaacccc caaccgttcc gccagtttgec gtgtcgtcag accgtctacg ccgacctegt 540
tcaacaggtc cagggcggca cggatcactg tattcggctg caactttgtc atgcttgaca 600
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ctttatcact
gcacaatgga
cgccacaggt
tcgccacttc
c€gggggactg
cggcectcaac
acctcgggcec
aaatcgacgc
tcccectgga
gtccgeettt
cagttcggtyg
cgaccgetge
atcgccactg
tacagagttc
ctgcgctctg
acaaaccacc
aaaaggatct
aaactcacgt
tttaaattaa
cagttaccaa
catagttgcc
cceccagtgcet
aaaccagcca
ccagtctatt
caacgttgtt
attcagctcc
agcggttagc
actcatggtt
ttctgtgact
ttgctcttge
gctcatcatt
atccagttcg
cagcgtttct

gacacggaaa

gataaacata
tctcgagygtc
gcggttgctg
gggctcatga
ttgggcgeca
ctactactgg
gcgttgctag
tcaagtcaga
agctccctcg
ctccettegg
taggtcgttc
gcertatceg
gcagcagcca
ttgaagtggt
ctgaagccag
gctggtageg
caagaagatc
taagggattt
aaatgaagtt
tgcttaatca
tgactccccg
gcaatgatac
gccggaaggg
aattgttgcc
gccattgcta
ggttcccaac
tcctteggtce
atggcagcac
ggtgagtact
ccggegtceaa
ggaaaacgtt
atgtaaccca
gggtgagcaa
tgttgaatac
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atatgtccac
gagggatctc
gcgectatat
gcgettgttt
tctccttgca
gctgcttcct
cgtttttcca
ggtggcgaaa
tgcgctctec
gaagcgtggc
gctccaaget
gtaactatcg
ctggtaacag
ggccraacta
ttaccttcgg
gtggtttttt
ctrtgatctt
tggtcatgag
ttaaatcaat
gtgaggcacc
tcgtgtagat
cgcgagacce
ccgagegeag
gggaagctag
caggcatcgt
gatcaaggcg
ctccgatcgr
tgcataattc
caaccaagtc
tacgggataa
cttcggggcy
ctcgtgcacc
aaacaggaag

tcatactctt

caacttatca
tagaggatcc
cgccgacatc
cggcgtgagt
tgcaccattc
aatgcaggag
taggctecege
cccgacagga
tgttccgacc
gctttectecat
gggctgtgtg
tcttgagtec
gattagcaga
cggctacact
azaaagagtt
tgtttgcaag
ttctracgggg
attatcaaaa
ctaaagtata
tatctcagcg
aactacgata
acgctcaccg
aagtggtcct
agtaagtagt
ggtgtcacge
agttacatga
tgtcagaagt
tcttactgtc
attctgagaa
taccgcgeca
aaaactctca
caactgatct
gcaaaatgcc

cctttttcaa

10

gtgataaaga atccgcgcca

atattcgcgg
accgatggag
atggtggcag
cttgecggcegg
tcgcataagg
cccectgacg
ctataaagat
ctgccgetta
agctcacgcet
cacgaaccce
dacccggtaa
gcgaggtatg
agaagaacag
ggtagctctt
cagcagatta
tctgacgete
aggatcttca
tatgagtaaa
atctgtctat
€gggagggct
gctccagatt
gcaactttat
tcgccagtta
tcgtegtttg
tceceecatgt
aagttggccg
atgccatecg
tagtgtatgc
catagcagaa
aggatcttac
tcagcatctt
gcaaaaaagg

tattattgaa

gcatcaccgg
aagatcgggc
gccccgtgge
cggtgctcaa
gagagcgtcg
agcatcacaa
accaggcgtt
ccggatacct
gtaggtatct
ccgtteagece
gacacgactt
taggcggtge
tatttggtat
gatccggcaa
cgcgcagaaa
agtggaacga
cctagatcct
cttggtctga
ttcgttcatc
taccatctgg
tatcagcaat
ccgectecat
atagtttgeg
gtatggcttc
tgtgcaazaa
cagtgttatc
taagatgctt
ggcgaccgag
ctttaaaagt
cgctgttgag
ttactttcac
gaataagggc
gcatttatca

660

720

780

840

300

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
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gggttattgt
ggttccgege
gacattaacc
cgttcgtaat
tcaccttecgg
taaattcctt
ccaaaaaagc
gcataaataa
aggggcggga
ctttgcatac
ttgagatgca
aactgacaca
caaaaactaa
tcgtegceeag
tcacaattgg
aatgggagta
ctegttcteg
gagcaccttc
tgtacttgtg
ctggagaagg
agttacctga
acatgtatct
tggtgttctg
cgtgtaaacg
agtatactct
ggccccaagg
tggaggctca
aggtcatgece
atcatctctg
caacctttga
ttagcaccaa
ctttattctc
aaactacatg

agtgacagta

ctcatgagcg
acatttccec
tataaaaata
gttcegtggc
gtgggectit
gcggctttag
ctcctcacta
aaaaaattag
tgggcggagt
ttctgcetge
tgctttgcat
cattccacag
ttagactttg
tctcattgag
cagaggggcyg
gagccgactg
tggcrcgtgg
caccatggcc
cctgccccag
actgcgetgc
gtggaatttt
cagccctgtt
tgaagttttc
gataatggac
gatgggaaca
tccgtattac
ctaccgegec
tgcccagtag
ggtggcccgt
ccccaagecc
ggccatgcgg
atggggtgga
ccatgctctt
ctctaggaat
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gatacatatt tgaatgtatt tagaaaaata

gaaaagtgcc
ggcgtatcac
accgaggaca
ctgcgtttat
cagccaagct
cttctggaat
tcagccatgg
taggggcagg
tggggagcct
acttctgcct
ggaagctagc
agtgatcttg
aaggcatgtg
gtggtcttca
cttgattccc
ccctgtecac
acctcagcaa
ggtgagaaag
aaaacccgca
gatggctcta
gcecatgtttc
aagtacaacc
atggtgagca
gatgggcacc
tgtggtgtgg
tgcttgtatg
gaactccaaa
ttcatcttgc
attcctggga
gaggagaatg
aggcctttgt
cgtgtttgtc

agaattacag

acctgacgtc
gaggccctga
accctcaaga
aaggagacac
agatccagct
agctcagagg
ggcggagaat
actatggttg
ggggactttc
gctggggago
ttggaattaa
agcctttect
cggacgatgg
aagtaacctt
acaccaatct
ccecgteccatc
gtrtcccacrt
tccaagccat
ccctggactg
gtacctttca
gggacccctt
ggaagcctge
accagcaccc
cttttggttg
gcgcagacaa
ctggggtcaa
taggaccctg
atcgagtatg
actggaatgg
gtctgaagta
gttagggttg
ataagcctat

taagaaacca
tggctctttg
gaaaatgtaa
tttatgttta
ttttgcaaaa
ccgaggceggce
gggcggaact
ctgactaatt
cacacctggt
ctggggactt
ttcececgecc
agtttttgta
cttctgtcac
tcttetectg
cctcgeeoct
atcccgeegg
gaacaaaaac
gtatatctgg
tgagcccaag
gtctgagggc
ccgcagagat
agagaccaat
ctggtttgga
gccttccaat
agcctatggc
gattacagga
tgaaggaatc
tgaagacttt
tgcaggctgce
agtagctccc
ggaaaagttg
cgttttgtac

aacaaatagg
ttattatcat
cggcacccat
tcacactggce
agaaggttgg
gcctaggcect
ctcggectcet
gggcggagtt
gagatgcatg
tgctgactaa
tccacaccct
ccttccaata
ttggaagggc
tgcaaagggg
ccgagecgag
ctcacttcgc
ccaccgctca
atcaagcaaa
gttgatggta
tgtgtagaag
tccaacagtg
cccaacaage
ttaaggcact
atggaacagg
ggctttectg
agggatatcg
acaaatgctg
cgcatgggag
ggggtaatag
cataccaact
tctggaccat
gacttctcac

ccgttggaga

ctgtgatatg ggaaagttgt cacgtaggtt

11

2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
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caagcattta
ttcttactga
tacatgttga
catcaagtat
tttctagtga
catcgagaaa
gctggacaat
tgcrggtrgtc
gaaaggttac
agccategtc
ctaattagac
Ctcattgtaa
ccttgetttt
tttcttttct
gaacgtaacc
agagtgggtg
ctgcttggat
ctrtctattc
gacagctcag
atttctgaggt
caaaagttat
ttactgggtt
tgggggtgca
gtttccccetg
gcttgccacc
caggatggag
tttttggtag
caaaacaagt
ttgtttcagt

ttaaaacatt

aaggtcttta
tgggaagagg
ggactggtct
ttattggttt
caaggtcaga
ctaagcaagc
gcecegtggte
gccaatcgca
tttgaagacc
cgcacatgcc
tttgagtgat
Cctcaaaggat
attggtcaga
atttagcttt
acatgcttca
tatttgtgga
tgacaattcc
caaatggaag
tgtatcacct
cctccattta
atatatgata
tgccaagttt
gtaccaggaa
cccactctge
acctgtccct
ttggctggtc
gactagcatg
tcagctttta
gtctccatcc
tgtcattttg

cttcttagga gtcctatgga

cacctccatt

ctggcttgee

tgcctgtggt tttctcttge

gataactcct cattgtaaac
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gtaagaacta
ccagtgatogg
gaagcacttg
cttatggaac
cccteacctt
ggcaccggta
tgactgggtt
gtgccageat
gcegecccte
ttctcaatga
cttgagcctt
ggaatatcaa
atagaggagt
ctacgtgggg
tctcatcagg
ggaggacttt
cctataggta
ttaggtgagg
gagacagatg
taacacaaag
tgtggatata
gaagagcttg
aggtggttat
aggagcagat
gtgcttaggc
aacttgaaca
tcactaaagc
atcaactttg
actttgetct
tgtcatagtg
gttttgtrttt
ctgctgttct
catgacgact
agactgtaac

aatacacata
gggtcttccc
agacataggt
tcatgcctgce
tactgcttcc
ccacattcga
ccacgaaacg
ccgecattecc
tgccaattgt
gactggcgac
tcctagtteca
cggtcttttt
caagttctta
gtgggagggg
aatgccatgt
ttcttcagga
gagagcttgc
agtagtggag
ggtagcccta
cagtagtatt
tgtgtattte
gttaacaaga
ctggggcteca
gctggacagg
taagatgcat
ttgttactga
aggccreitg
tagggtttct
tggaggaacg
tctacttict
tgtttttttt
ctggttgttt
tctaattgcc

tgccagageca

12

caagcaagtg
atccaaaaga
cacaaggcag
tcctgeectt
accaggcaca
gcctacgatc
tccaacatca
cggactgtcg
gacccctttg
gagcccttcc
tgccaccccg
attcctcgty
atgcctatac
tagggagogg
ccagtaggca
cagttaaaag
tagttcttca
gagttaatgc
ctgtaaaaga
tttatattta
taattcagaa
aaggatctct
gcgctttatt
tagcagggtg
atgtatccac
taggggtagg
atatattaaa
aactttacag
gaggacaggc
cccagcagaa
ctattacgat
gtgtgctgtc
atgtacagta
gcgcttataa

ggtgacttaa
taattggtat
acacagcctg
gaaggacagg
tcgaggaggc
€caaggggog
acgacttttc
gccaggagaa
cagtgacaga
datacaaaaa
ccccagetgt
cccagttaat
accaacctca
taggcgaagg
gagctgccac
agcaggtcca
ggtaaaccaa
cctccatgaa
aggaaaagtt
aatgtaaaaa
accatcctag
tgagtagagg
actatgtggg
ggacaccagt
acagagttag
tggggtttat
ttttttaaag
aattgcctgt
agacctggag
tattccrrte
aaacataccc
cgcagcaggce
tgttcagtta

atcaacctaa

4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
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catttataag
gcgtgcagta
tgtttactcg
acgggctttt
agacagaggtc
cctttaactt

‘gttccacgtt

gtcaattcaa
ggcctggcca
actagaattt
gacagtccta
cctttgtecca
aggcacatca
gttctctgat
gaaaatctgg
attccagcct
aataatccag
gagcctrctg
ataaaaggag
ctagcatatt
ctgtgtatce
caatattggc
tggctcatgt
atcaattacg
ggtaaatggc
gtatgttcce
acggtaaact
tgacgtcaat
ctttectact
ttggcagtac
ccccattgac
tcgtaacaac
tataagcaga

tgacctccat

atttcctctt
trttttrgtt
Ccaaaataagc
tcttgtacct
ttggtgtata
gcagttctgce
taatctcttt
tagagttaca
cttttcacag
cctggtgatt
gcttatcaga
gctgccatga
gcccaagaca
gttttgtcct
gctcecageo
catgtttata
gggtcagaaa
acttagtctg
cttcctectt
aactccactg
ctggctggec
tattggccat
ccaacattac
gggtcattag
ccgeetgget
atagtaacgc
gcccacttgg
gacggtaaat
tggcagtaca
atcaatgggce
gtcaatggga
tccgecccat
gctcgtttag

agaagacacc
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gacttgtttc tttgtggttg ggggaggaag aaaaaaaaaa

ccttcatttc
tagcttatct
ataatttggg
ccettggctg
tttcaattag
acatttcaaa
caaaaaccta
ctgtccacaa
tggaacccct
ttatttaaaa
gccatctaca
taaaggcttg
grtrtgttgt
ttcaataagg
cgtctgtget
gtcttgatct
ccctgttget
tgccatggcg
tttttgettt
tggccggate
tgcatacgtt
cgccatgttg
ttcatagccc
gaccgcccaa
caatagggac
cagtacatca
ggcececgectyg
tctacgtatt
gtggatagcg
gtttgttttg
tgacgcaaat
tgaaccgteca

gggaccgatc

ctatcaaaag
attggctttt
gtaaggtgtg
gcctggagct
ggtttataca
gcagtgttat
aaaaacaagt
ctcaatgtga
gcttcattte
cagttactct
cagtacttgc
tcccggattc
gatttagtct
aggactacag
cagctcectg
tatccccaca
atttaagcac
ctgtgcatga
gtgtgrttgg
tagcttcgtg
gtatccatat
acattgatta
atatatggag
cgaccececegce
tttccattga
agtgtatcat
gcattatgcec
agtcatcgct
gtttgactca
gcaccaaaat
gggcggtagg
gatcgcctgg

cagecrecege

13

aaaggggagt
cttttttttt
agagttttta
aactatgtag
tttagtcttg
ctgaagagtt
tttaaatacc
caaggctaca
ccggdaaccag
tcctgcecectt
ttccctgttg
actagcctgg
caaatttccc
atatgtacga
aaggttccag
gtatggcacc
ttttcttcac
taggaaaagg
tttttgagga
tcaaggacgg
cataatatqgt
ttgactagtt
ttccgegtta
ccattgacgt
cgtcaatggg
atgccaagta
cagtacatga
attaccatgg
cggggatttc
caacgggact
cgtgtacggt
agacgccatc

ggccgggaac

ggttctgttt
ttttttttaa
tagttttttg
actgggctag
gcaattccta
caggcgcaga
aagttatgtt
aattggatat
ggcttttggt
cttcctgaga
aagtcactga
tgaacttgtg
agcctggttt
ctgagccttg
tttgaaactc
aagcctggcet
taggctaaaa
tagctatcta
agggtctcaa
tgaggcgcge
acatttatat
attaatagta
cataacttac
caataatgac
tggagtattt
cgcccectat
ccttatggga
tgatgcggtt
caagtctcca
ttccaaaatg
gggaggtcta
cacgctgttt
ggtgcattgg

6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
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aacgcggatt ccccgtgcca agagtgacgt aagtaccgcc tatagagtct ataggeccac 8820
ccccttggct tcttatgcat gctatactgt ttttggecttg gggtctatac acccccgett 8880
cctcatgtta taggtgatgg tatagcttag cctataggtg tgggttattg accattattg 8940
accacCtcCce tatrtggtgac gatactttcc attactaatc cataacatgg ctctttgcca 9000
caactctctt tattggctat atgccaatac actgtccttc agagactgac acggactctg 9060
tatttttaca ggatggggtc tcatttatta tttacaaatt cacatataca acaccaccgt 9120
ccccagtgcc cgcagttttt attaaacata acgtgggatc tccacgcgaa tctcgggtac 9180
gtgttccgga catgggctct tctccggtag cggcggaget tctacatccg agecctgectc 9240
ccatgectec agegactcat ggtcgectcgg cagctccttg ctcctaacag tggaggccag 9300
acttaggcac agcacgatrgc ccaccaccac cagtgtgccg cacaaggccg tggcggtagg 9360
gtatgtgtct gaaaatgagC tcggggagcg ggcttgcacc gctgacgcat ttggaagact 9420
taaggcagcg gcagaagaag atgcaggcag ctgagttgtt gtgttctgat aagagtcaga 9480
ggtaactccc gtrgcggtge tgttaacggt ggagggcagt gtagtctgag cagtactcgt 9540
tgctgccgeg cgcgccacca gacataatag ctgacagact aacagactgt tcctttccat 9600
gggtcttttc tgcagtcacc gtccttgaca cgaagcttgc cgccaccatg gtgagcaagc 9660
agatcctgaa gaacaccggc ctgcaggaga tcatgagctt caaggtgaac ctggagggcg 9720
tggtgaacaa ccacgtgttc accatggagg gctgcggcaa gggcaacatc ctgttcggca 9780
accagctggt gcagatccgc gtgaccaagg gegcccccct geccttogee ttcgacatec 9840
tgagccccge cttccagtac ggcaaccgca ccttcaccaa gtaccccgag gacatcageg 9900
acttcttcat ccagagcttc cccgeegget tcgtgtacga gecgcaccctg cgctacgagg 9960
acggcggcct ggtggagatc cgcagcgaca tcaacctgat cgaggagatg ttcgtgtacce 10020
gcgtggagta caagggccgc aacttcccca acgacggccc cgtgatgaag aagaccatca 10080
ccggecctgca gecccagette gaggtggtgt acatgaacga cggcgtgctg gtgggecagg 10140
tgatcctggt gtaccgcctg aacagcggca agttctacag ctgeccacatg cgcaccctga 10200
tgaagagcaa gggcgtggtg aaggacttcc ccgagtacca cttcatccag caccgectgg 10260
agaagaccta cgtggaggac ggcggcticg tggagcagca cgagaccgcc atcgcccage 10320
tgaccagcct gggcaagccc ctgggcagcc tgcacgagtg ggtgtaata 10369

<210>4

<211> 13535

<212> ADN

<213> Hamster sp.

<220>

<221> misc_feature

<223> SEC ID N° 1: plasmido circular de GS + vector remodificacién dirigida de punto caliente de IgG 2A pEE 15.1
hCMVp-GFP /clon 11
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<400> 4

gaattcattg
cctcecacac
gtttattgca
agcatttttt
tgrctggcgy
cattgtgctg
atgagecgceca
cttecggecag
gctgaacécc
tcaacaggtc
ctttatcact
gcacaatgga
atcaccggeg
gatcgggetc
ccgtggccgg
tgctcaacqgg
agcgtcgagt
tgtcctgeag
gcccagceag
gaaaattggt
gcctagctag
agaaggagat
aaggtcatga
gccataccca
cccageettc
tgcccaggta
ccetgeacta
acctcttggg
tctccetgag
tccagatcag

gagaggatta

atcataatca
ctccecectga
gcttataatg
tcactgcatt
ccgegacctg
gcggtaggeg
gtcgtegteg
tgcgtcgage
caaccgttcc
tagggcggca
gataaacata
tctegaggtc
ccacaggtgc
gccacttcgg
gggactgttg
cctcaaccta
ccteegtgtt
tctgacctct
tccatcacct
gaggaaaaca
accagccagg
actgactgtg
tcctctagga
gggacaaagt
tctctgeaga
agtcactaga
gaggataagc
tggaccatcc
ccccatagtce
ctggtttgtg

caacagtact
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gccataccac
acctgaaaca
gttacaaata
ctagttgtgg
caggcgcaga
agcagcgcect
gctctcggea
agcgceceget
gccagtttgc
cggatcactg
atatgtccac
gagggatctc
ggttgcrggc
gctcatgagc
ggcgecatct
ctactgggct
cgaagcgatc
acaccctcag
gcaatgtggc
aggggagtag
atcagcagcc
actccctctt
tagatgtcct
ccctggtttg
gcccagagag
ccagagctcc
catgtacaga
gtcttcatct
acatgtgtgg

aacaacgtgg

ctccgagtgg

atttgtagag
taaaatgaat
aagcaatagc
tttgtccaaa
actggtaggt
gcctgaaget
ccgaagtgct
tgttcctgaa
gtgtcgtcag
tattcggetg
caacttatca
tagaggatcc
gcctatatcg
gcttgttteg
ccttgcatge
gcttcctaat
cctgtccagt
cagctcagtg
ccacccggea
aggttcacaa
atcaccaaaa
ggaaacttct
tggtcatttc
gtgccttttc
ccCacaatca
acccgggaga
tccatttcca
tcccteccaaa
tggtggatgt
aagtacacac

tcagtgcect

15

gttttacttg
gcaattgttg
atcacaaatt
ctcatcaatg
atggaagatc
gcgggeattce
atgattctcc
gtgccagtaa
accgtctacg
caactttgtc
gtgataaaga
atattcgcga
ccgacatcac
gcgtgggtat
accattcctt
gcaggagtcg
ggtatgcaca
actgtaacct
agcagcaccea
gtgattagtc
atgggaactt
aactatgacc
caggatcatc
tccttcaaac
agcectgtec
atggtaagtg
tctctectca
gatcaaggat
gagcgaggat
agctcagaca

cccecatccag

Ctttaaaaaa
ttgttaactt
tcacaaataa
tatcttatca
cctcgagatc
ccagtcagaa
gccageatgg
agcgeeggcet
ccgacctegt
atgcttgaca
atecgegeca
atatgccggc
cgatggggaa
ggtggcaggc
gcggcggegg
cataagggag
ccttcecagce
cgagcacctg
aggtggacaa
taaggcctta
ggcccagaag
acctaccttc
ctgacctaag
ttgagtaacc
tccatgcaaa
ctgtaaacat
tcagcaccta
gtactcatga
gacccagatg
caaacccata

caccaggact

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
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ggatgagtag
agagaaccat
gggcataagg
gtttctaccc
gaagagatga
gacatttacg
ccagtcctygg
aactgggtag
cacacgacta
caggtccaaa
ccaatgcctg
caggctgata
ttttgcactg
tttaggcagt
tcctaggaag
cccggeccca
aggggcattc
aagtctgcac
tggctecttgc
ccattcaaat
gtgtgcacaa
tatccagcaa
tcacaaacag
tctgaagcca
caaaccatag
gacgagccac
ccactgttga
tgaaagatga
aaggcattat
agcaggcccc
tgcagacatg
tgactgtcct
ggagctggac
gtgctacagc

caaggagttc
ctcaaaaccc
ataaaggtct
tcacagggtc
ctaagaaaca
tggagtggac
actctgatgg
aaagaaatag
agagcttctc
gagacaccca
ggaccatgta
tttctggeca
caggactcag
gcettttect
cctcaaatgg
cttctttacc
cagagaccct
acccatacag
tgccccaagg
tagcctgcetg
aacgcattta
tgtatcacca
acacatcttt
gatccatctc
ccataatggt
éggctctgct
cctgggtcac
gacaagcata
tggactcagg
agggagggtc
tcrgecetcac
ctctgttcag
ggcctetgga
gcctctgtea
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aaatgcaadg
aaaggtgaga
gtgtggacag
agtaagagct
ggtcactctg
caacaacggg
ttcttacttc
ctactcctgt
ccggactecg
cactcatctc
aaactgtcct
gggttggagyg
agctcattag
tgccttccta
agaaggacac
taggggtttc
tgtcatccat
atggctcact
gagggactat
aacaccatcc
atacactggg
tacacacgac
cctetetgtg
tggcacctcyg
ctgaatcact
gatgactgaa
aggcecctgct
gagggcactt
tgggaagctg
tgctgtececa
agggaatctc
ggctagacct
cgaccatcac

cactcttcaa

tcaacaacaa
gctgcagcect
ccttectgett
Ccacaggtat
acctgcatgg
aadacagagc
atgtacagca
tcagtggtec
ggraaatgag
catgcttecc
ggttctttce
acageccttgt
tratcctgec
cgaaccagca
aaacccacct
tctgagtcta
acactcaact
cttgcctgtg
tagatagcca
agtccatata
acaacaattc
Caaaaaaatt
gccactgcat
gggtcatgct
tcacactgag
ggacagcaaa
gaccctecac
gaataatcca
agactggtgt
gtcaggctgg
tcccageacce
ggatgatgtc
catcttcatc

ggttggcact

16

agacctccca
gactgcatgg
cagccatgac
atgtcttgcc
tcacagactt
taaactacaa
agctgagagt
acgagggtct
ctcagcaccc
ttgtataaat
aaggtataga
ctataggaag
ttggagtgtt
gctgeeatac
ccctecagget
ttgtggagtt
caggcagctt
ccatgtaggg
cactcatgct
gcacatgtat
tgtgcectge
caatgcccac
tatatgctca
tcaaccceac
atgttcccaa
gggtcagtcc
cttctcctgt
ggtcactctg
cccagaggga
agatctctce
aaccatgttg
tgtgctgagg
agcctcttcc

gtectcccace

gcgeecatcg
gggctgggat
ctttgtgtat
tccaccagaa
Ccatgcctgaa
gaacactgaa
ggaaaagaag
gcacaatcac
acaaaactct
aaagcaccca
gcatagctca
agaatgaggt
ggggcttggc
atagagataa
gttcctctat
acacatggcc
tgcacaaaca
ctgaggcaca
gaatcctggc
ccacatgcac
acagcaccta
gtttctgeca
acacaagacc
atgaattatg
gttcaggcaa
agctgtatag
actgaaggaa
aggtccaccc
aaggaaggaa
tctgaatcca
ggacaaacac
cccaggacgg
tgctcagcgt
ctctgctgtg

1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
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atggcracac
ttgctgecce
ttctatgtga
gcgtgatect
gaggttcaat
tgagctatcc
catacccagt
ttcccacaga
caggtaaagt
agaaacatga
gccctgcaga
tatgactctc
ctttgeccag
aagaaccatc
aagagctgga
tggaccacac
tgagacctct
ccagctatac
tgtgacctca
aacatgctgg
agacaaggcc
tgctttgtac
ctaggtgacc
atagttagaa
acctacagca
ggctgctgtg
ataagaagcc
gaaagagaga
ggaaggaagg
gagagagaga
tttaaagctt
tctctctctc
tgcatgcacyg
ctcatggttc

tgaccacaaa
tactctgtcc
ctccacattg
gatactgtct
gcrgtcttac
tcataccatc
ctcctacctg
ttggagggtc
ggatcttctc
ttgagcaggg
agcccatcca
tgatcagaac
acctaaacac
tccttccaaa
aatccaggct
attttcatct
acatggaaga
tggacagctt
actgtttgga
atctcagatg
attgccacct
agcctctgea
aggcagaaaa
aaagcatggt
gaaaccatcg
gtcaatggag
agagtctcca
gagagagaga
aggaggagga
gagcaccagc
cttrittcta
tctecrctectce
ctattgtttt
cccttctgtg
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atgtcctcte
cacacaccat
tgtcccatac
tatgagacca
acacaatccc
tccacctcaa
tatgaaggga
tgagcatggg
ctctgtggtg
agcctaggcc
tcctactgtg
tcccatggtc
ttccacagcea
ccagcactag
tcctgtgttc
aaatgagttt
ccagagtcac
ccttcctggt
gagcctctgg
cagaatccaa
ccacagagat
aagctctggce
acctccagga
gtcacaggtc
gttgcagtgg
agtagacctg
gacagaaaga
gagagagaga
ggaggaggag
tttrcrgtga
gagaccatga
tctctetgtg
ggcatttgaa
tggatcagcc

actccteccc
ttcctccatt
agtctgcect
aacctccttg
ctcagcctca
ctcccacaat
attgaaggag
cgtggtctct
gagctgaagc
acttcctcerg
cagcctaaca
tcctectttag
gtcgccagat
ggatctgaga
tgctacaagg
tccacaaaqg
tatacccaaa
acttcagtga
aagatgtagt
tccacagaca
gccatccaca
agggattaga
gaaggaacaa
tgctctgtag
caatctagga
tatctatttc
aagaaagaaa
gaggaaggaa
gaggaggaga
ctggaaggaa
atgtcrttgt
tgtgtgtgtg
acaataaaac

Ctaacaccca

17

agatgtagta
ccctgageca
tctgtctcte
cattccacac
ccatggctea
atctccactc
agacaggtcg
gactttctct
agacgatctc
ggatcagaag
gggaggccac
aggaccacgt
atctaactac
tctcagaatg
acatcagcct
acacgtttca
ggtcactctg
ccctggcetga
cttctcttce
ccactgacca
ctctgtggag
gtatacacac
tgagggagag
actgatttcc
ggaccaacct
tccactgect
gaaagaaaga
ggaaggaagg
gagagagaga
atgctragag
tctctectcte
tgtgtgtgtg
attcttttaa
ggaacagggg

ggacgttact
tcccacattg
tggctgtect
tagccttcat
aggtactctyg
tgaccectec
acctctgtct
cacttcccca
ccctgactac
agcttectag
actctageccc
gcagtgcagg
tccggaccag
tttgcctaag
ggatttgacc
gatccttgaa
tatccttgca
ggaaaggatc
tgctaccacc
cacaacctga
aaataaggag
tgagtactga
atgtygaacag
agattggacc
ggaataggag
ctratgacca
aagaaagaaa
aaggaaggaa
gagagagaga
agcttggatc
tctectctecte
tgtgtgtgcg
tattctgtat

acaataaaca

3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
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gaccacagcc
agtgagcccc
tgagctggad
ggactccagg
ggcctcgggc
acctcgggec
aaatcgacgc
tccecectgga
gtccgecttt
cagttcogtg
cgaccgctgce
atcgccactg
tacagagttc
ctgcgctctg
acaaaccacc
aaaaggatct
aaactcacgt
tttaaattaa
cagttaccaa
catagttgcc
ccccagtget
aaaccagcca
ccagtctatt
caacgttgtt
attcagctce
agcggttage
actcatggtt
ttctgtgact
ttgctcttge
gcrcatcartt
atccagtreg
cagcgtttct
gacacggaaa

gggttattgt

atgracagcc
tcacagctgyg
gctgtcctga
tgagccagge
tgctacggat
gcgttgctog
tcaagtcaga
agctccctcg
ctcccttcgg
taggtcgttc
gccttatccg
gcagcagcca
ttgaagtggt
ctgaagccag
gctggtagcg
caagaagatc
taagggattt
aaatgaagtt
tgcttaatca
tgactccccg
gcaatgatac
gccggaaggag
aattgttgcc
gccattgcta
ggttcccaac
tcctteggtc
atggcagcac
ggtgagtact
ccggegtcaa
ggaaaacgtt
atgtaaccca
gggtgagcaa
tgttgaatac
ctcatgagceg
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ttcracctcce
gtttctteec
tgccataggce
aaagccteec
tcagcaaaga
cgtttrttcca
ggtggcgaaa
tgcgetetec
gaagcgtggc
gctccaagct
gtaactatcg
ctggtaacag
ggcctaacta
ttaccttcag
gtggtttttt
ctttgatctt
tggtcatgag
ttaaatcaat
gtgaggcacc
tcgtgtagat
cgcgagacce
ccgagegcag
gggaagctag
caggcatcgt
gatcaaggcg
ctccgatcgt
tgcataattc
caaccaagtc
cacgggataa
cttcgggocg
ctcgtgeacc
aaacaggaag
tcatactctt
gatacatatt

cttctggttc
tggcagtgcc
aggctatgga
atgccagaag
gcatggatcg
taggctccgc
cccgacagga
tgttcegace
gctttctcaa
ggoctgtgtg
tcttgagtcc
gattagcaga
cggctacact
aaaaagagtt
tgtttgcaag
ttctacgggg
attatcaaaa
ctaaagtata
tatctcagcg
aactacgata
acgctcaccg
aagtggtcct
agtaagtagt
ggtgtcacgc
agttacatga
tgtcagaagt
tcttactgte
attctgagaa
taccgcgcea
aaaactctca
caactgatct
gcaaaatgcc
cctttttcaa
tgaatgtatt

18

tgaccteccca
accaagagct
gcagagatga
agaagcgtgt
cttcgaagee
cccectgacg
ctataaagat
ctgcegetta
tgctcacgct
cacgaacccc
aacccggtaa
gcgaggtatg
agaaggacag
ggtagctctt
cagcagatta
tctgacgctc
aggatcttca
tatgagtaaa
atctgtctat
cgggagggct
gctecagatt
gcaactttat
tcgecagtta
tcgtegtttg
tccecccatgt
aagttggecg
atgccatccg
tagtgtatgc
catagcagaa
aggatcttac
tcagcatctt
gcaaaaaagg
tattattgaa

tagaaaaata

gaggtccctc
caggcacctc
tgaccacggt
ggtactcact
tccaagctceg
agcatcacaa
accaggcgtt
ccggatacct
gtaggtatct
ccgttecagec
gacacgactt
taggcggtgc
tatttoggtat
gatccggcaa
cgcgcagaaa
agtggaacga
cctagatcct
cttggtctga
ttegttcatc
taccatctag
tatcagcaat
cegectecat
atagtttgcg
gtatggcttc
tgtgcaaaaa
cagtgttatc
taagatgcett
ggcgaccgag
ctttaaaagt
cgctgttgag
ttactttcac
gaataagggc
gcatttatca

aacaaatagg

6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
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ggttccgege

- gacattaacc

cgttcgtaat
tcaccttcgg
taaattcctt
agggtgtgga
ttagtcagca
catgeatctc
aactccgccc
agaggccgag
aggcctagge
gccacctecag
cagggtgaga
tgcaaaaccc
tttgatggct
gttgccatgt
ttcaagtaca
gacatggtga
acagatgggc
tactgtggtg
gcctgettgt
tgggaactcc
cgrtrcatct
cccattcctg
cgggaggaga
cggtaccaca
gggttccacg
agcatccgca
ccetetgeca
aatgagactg
gcctttecta
gtggtgtgac
aatttttaag

caacctatgg

acattteccc
tataaaaata
gttccgtgge
grgggecrtt
gcggctrtgg
aagtccccag
accaggtgtg
aattagtcag
agttccgece
gccgectcgg
ttttgcaaaa
caagttccca
aagtccaagc
gcaccctgga
ctagtacctt
ttcgggaccc
accggaagcc
gcaaccagca
acccttttgg
tgggcgcaga
atgctggggt
aaataggacc
tgcatcgagt
ggaactggaa
atggtctgaa
ttcgagecta
aaacgtccaa
ttececccggac
attgtgaccc
gcgacgagece
gttcatccca
ataattggac
tgtataatgt
aactgatgaa
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gaaaagtgcc
ggcgtatcac
accgaggaca
ctgcgtttat
cagccaagct
gctcececage
gaaagtcccc
caaccatagt
attctccgcee
cctctgagct
agctagcttg
cttgaacaaa
catgtatatc
ctgtgagccc
tcagtctgag
cttccgcaga
tgcagagacc
ccecctggttt
ttggcettec
caaagcctat
caagattaca
ctgtgaagga
atgtgaagac
tggtgcaggc
gcacatcgag
cgatcccaag
catcaacgac
tgtcggccag
ctttgcagtg
cttccaatac
ccecgeecea
aaactaccta
gtraaactac

tgggagcagr

acctgacgtc
gaggccctga
accctcaaga
aaggagacac
agagatccgg
aggcagaagt
aggctceccca
ccegecccta
ccatggctga
attccagaag
gggccaccgce
aacatcaagc
tgggttgatg
aagtgtgtag
ggctccaaca
gatcccaaca
aatttaaggc
ggaatggaac
aatggctttc
ggcagggata
ggaacaaatg
atccgcatgg
tttggggtaa
tgccatacca
gaggccatcg
aggggcctag
ttttetgetg
gagaagaaag
acagaagcca
aaaaactaat
gagagatctt
cagagattta
tgattctaat

ggtggaatgc

19

taagaaacca
tggctctrtg
gaaaatgtaa
tttatgttta
ctgtggaatg
atgcaaagca
gcaggcagaa
actccgecca
ctaatttttt
tagtgaggag
tcagagcacc
aaatgtactt
gtactggaga
aagagttacc
gtgacatgta
agctggtgtt
actcgtgtaa
aggagtatac
ctgggccoca
tcgtggagge
ctgaggtcat
gagatcatct

tagcaacctt

actttagcac
agaaactaag
acaatgcccg
gtgtcgcecaa
gttactttga
tegtcegeac
tagactttga
tgtgaaggaa
aagctctaag
tgtttgrgta
crttaatgag

ttattatcat
cggcacceat
tcacactgac
agaaggttgg
tgtgtcagtt
tgcatctcaa
gtatgcaaag
tcecgeecect
ttatttatgc
gcttttttag
ttccaccatg
gtgcctgece
aggactgcge
tgagtggaat
tctcageect
ctgtgaagtt
acggataatg
tctgatggga
aggtccgtat
tcactaccgce
gcetgeecag
ctgggtggcc
tgaccccaag
caaggccatg
caagcggceac
tggtctgact
tcgcagtgec
agacecgeggc
atgccttcte
gtgatcttga
ccttacttct
gtaaatataa
ttttagattc

gdaaacctgt

8040
8100
-8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
5000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
8480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
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tttgctcaga
ctcctecaaa
gtrrtttgag
caaaggaaaa
taagtaggca
gagtgtctgc
aaggggttaa
accacatttg
aaacataaaa
aaataaagca
tgtggrrigt
aggacggtga
ttctgtegcece
gatattggaa
tctgtgtaac
cgatagcgct
tctgtgtgtc
ccgatagagg
aatattggcc
ggccattgca
cattaccgcc
cattagttca
ctggctgacc
taacgccaat
acttggcagt
gtaaatggcce
agtacatcta
atgggcgtgg
atgggagttt
ccccattgac
gtttagtgaa
gacaccggga
gtgccaagag
atgcatgcta

agaaatgcca
aaagaagaga
tcatgctgtg
agctgceactg
taacagttat
tattaataac
taaggaatat
tagaggtttt
tgaatgcaat
atagcatcac
ccaaactcat
ctgcagtgaa
gactaaattc
aaatcgatat
tgatatcgcec
tatatcgttt
gcaaatatcg
cgacatcaag
attagccata
tacgttgtat
atgttgacat
tagcccatat
gcccaacgac
agggactttc
acatcaagtg
cgcctggeat
cgtattagtc
atagcggttt
gttttggcac
gcaaatgggc
ccgtcagatc
ccgatccage
tgacgtaagt
tactgrrttt
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tctagtgatg
aaggtagaag
tttagtaata
cratacaaga
aatcataaca
tatgctcaaa
ttgatgtata
acttgcttta
tgttgttgtt
aaatttcaca
caatgtatct
taataaaatg
atgtcgcgeg
ttgaaaatat
atttttccaa
acgggggatg
cagtttcgat
ctggcacatg
ttattcattg
‘ccatatcata
tgattattga
atggagttcc
cccecgeccat
cattgacgtc
tatcatatgc
tatgcccagt
atcgctatta
gactcacggg
caaaatcaac
ggtaggcgtg
gcctggagac
ctecgeggece
accgectata

ggcttooggt

atgaggcrac
accccaagga
gaactcttgc
aaattatgga
tactgttttt
aattgtgtac
gtgccttgac
aaaaacctcc
aacttgttta
aataaagcat
tatcatgtct
tgtgtttgtc
atagtggtgt
ggcatattga
aagtgatttt
gcgatagacg
ataggtgaca
gccaatgcat
gttatatagc
atatgtacat
ctagttatta
gcgttacata
tgacgtcaat
aatgggtgga
caagtacgcc
acatgacctt
ccatggtgat
gatttccaag
gggactttcc
tacggtggga
gccatccacg
9g9gaacggtg
gagtctatag

ctatacaccce
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tgctgactct
ctttccttca
ttgctttget
daaatattct
tcttactcca
ctttagcttt
tagagatcat
cacacctecc
ttgcagctta
ttttttcact
ggatctctag
cgaaatacgc
ttatcgecga
aaatgtcgce
tgggcatacg
actttggtga
gacgatatga
atcgatctat
ataaatcaat
ttatattggc
atagtaatca
acttacggta
aatgacgtat
gtatttacgg
ccctattgac
atgggacttt
gcggttttgg
tctcecacccc
aaaatgtcgt
ggtctatata
ctgttttgac
cattggaacg

-gccecacceec

ccgettecte

caacattcta
gaattgctaa
atttacacca
gtaaccttta
cacaggcata
ttaatttgta
aatcagccat
cctgaacctg
taatggttac
gcattctagt
cttcgtgtea
gttttgagat
tagagatggc
gatgtgagtt
cgatatctgg
cttgggcgat
ggctatatcg
acattgaatc
artggctatt
tcatgtccaa
attacggggt
aatggcccge
gttcccatag
taaactgccce
gtcaatgacqg
cctacttggce
cagtacatca
attgacgtca
aacaactccg
agcagagctc
ctccatagaa
cggattcece
ttggecttctt
atgttatagg

10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
31400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
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tgatggtata
ggtgacgata
ggctatatgc
ggggtctcat
gtttttatta
ggctcttcte
actcatggtc
cgatgcccac
atgagctcgg
aagaagatgc
cggtgctgtt
ccaccagaca
gtcaccgtcc
accggcctge
gtgttcacca
atccgcgtga
cagtacggca
agcttccecg
gagatccgeca
ggccgcaact
agctrcgagg
cgcctgaaca
gtggtgaagg
gaggacggcg
aagcccctgg

gcttagccta
ctttccatta
Caatacactg
ttattattta
aacataacgt
cggtagcggc
gctcggcagce
caccaccagt
ggagcggget
aggcagctga
aacggtggag
taatagctga
ttgacacgaa
aggagatcat
tggagggctg
ccaagggegce
accgcacctt
ccggcttegt
gcgacatcaa
tccccaacga
taggtgtacat
gcggcaagtt
acttcccega
gcttcgtgga

gcagcctgca
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taggtgtggg ttattgacca ttattgacca

ctaatccata
tccttcagag
caaattcaca
gggatctcca
ggagcttcta
tccttgetec
gtgccgcaca
tgcaccgetg
gttgttotgt
ggcagtgtag
cagactaaca
gcttgecgec
gagcttcaag
cggcaagggce
cccectgecc
caccaagtac
gtacgagcgc
cctgatcgag
cggececgtg
gaacgacggc
ctacagctgc
gtaccacttc
gcagcacgag
cgagtgggtg

acatggctct
actgacacgg
tatacaacac
cgcgaatctce
catccgagec
taacagtgga
aggccgtgge
acgcatttgg
tctgataaga
tctgagcagt
gactgttcct
accatggtga
gtgaacctgg
aacatcctgt
ttcgeetteg
cccgaggaca
accctgeget
gagatgttcg
atgaagaaga
gtgctggtag
cacatgcgca
atccagcacc
accgccatcg

taata

21

ttgccacaac
actctgratt
caccgteccce
gggtacgtgt
ctgctcccat
ggccagactt
ggtagggtat
aagacttaag
gtcagaggta
actcgttgct
ttccatgggt
gcaagcagat
agggcgtggt
tcggcaacca
acatcctgag
tcagcgactt
acgaggacgg
tgtaccgcgt
ccatcacegg
gccaggtgat
ccctgatgaa
gcctggagaa

cccagctgac

ctccectatt
tctctttatt
tttacaggat
agtgcccgca
tccggacatg
gcctccagceg
aggcacagca
gtgtctgaaa
gcagcggcag
actceegttg
gccgegegeg
cttttctgca
cctgaagaac
gaacaaccac
gctggtacag
ccececgectte
cttcatccag
cggcctggtg
ggagtacaag
cctgecagecce
cctggtgtac
gagcaagggc
gacctacgtg
cagcctgggce

12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13535
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