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DESCRIPCION
Vectores de ADN, trasposones y transposasas para la modificacién del genoma eucariota
2. Antecedentes de la invencion

La eficacia con la que un primer polinucleétido puede efectuar la integracion de ADN heterélogo en el genoma de
una célula diana depende de la configuracién de los elementos de secuencia dentro del polinucledtido. Los niveles
de expresion de genes codificados por el ADN heterdlogo integrado también dependen de la configuracion de los
elementos de secuencia dentro del ADN heterdlogo integrado. La eficiencia de la integracion, el tamafo de la
secuencia de ADN heterdloga que se puede integrar, el nimero de copias de la secuencia de ADN heter6loga que
se integran en cada genoma y el tipo de loci gendmico donde ocurre la integracion a menudo se pueden mejorar aun
mas al colocar el ADN heterdlogo en un transposon.

Los transposones comprenden dos extremos que son reconocidos por una transposasa. La transposasa actia sobre
el transposon removiéndolo de una molécula de ADN e integrandolo en otra. El ADN entre los dos extremos del
transposon se transpone por la transposasa junto con los extremos del transposén. El ADN heterdlogo flanqueado
por un par de extremos del transposén, de modo que sea reconocido y transpuesto por una transposasa, se le
denomina en la presente descripcion transposon sintético. La introduccién de un transposoén sintético y una
transposasa correspondiente en el nucleo de una célula eucariota puede dar como resultado la transposicion del
transposon al genoma de la célula. Los transposones y transposasas mas activos (hiperactivos) dan como resultado
una mayor frecuencia de transposicion, lo que conduce a una mayor fraccion de células cuyos genomas contienen
una copia integrada del transposoén y/o células cuyos genomas contienen un mayor nimero de copias integradas del
transposon. Estos resultados son utiles porque aumentan la eficiencia de transformacién y porque pueden aumentar
los niveles de expresion del ADN heterdlogo integrado. Por tanto, existe una necesidad en la técnica de
transposasas y transposones hiperactivos.

La transposicion mediante una transposasa similar a piggyBac es perfectamente reversible. El transposon se integra
inicialmente en una secuencia diana de integracién en una molécula de ADN receptora, durante la cual la secuencia
diana se duplica en cada extremo de las repeticiones terminales invertidas del transposon (ITR). La transposicion
posterior elimina el transposoén y restaura el ADN del receptor a su secuencia anterior, con la duplicacion de la
secuencia diana y el transposoén eliminado. Sin embargo, esto no es suficiente para eliminar un transposoén de un
genoma en donde se ha integrado, ya que es muy probable que el transposén se elimine de la primera secuencia
diana de integracion pero se integre en una segunda secuencia diana de integracién en el genoma. Las
transposasas que son deficientes para la funcién de integracion, por otro lado, pueden escindir el transposén de la
primera secuencia diana, pero no podran integrarse en una segunda secuencia diana. Las transposasas de
integracion deficiente son, por tanto, utiles para revertir la integracion genémica de un transposén.

3. Resumen de la invencién

La expresion génica heteréloga a partir de construcciones de polinucleétidos que se integran de manera estable en
el genoma de una célula diana se puede mejorar colocando el polinucleétido de expresion entre un par de extremos
de un transposoén: elementos de secuencia que son reconocidos y transpuestos por transposasas. Las secuencias
de ADN insertadas entre un par de extremos de transposones pueden escindirse mediante una transposasa de una
molécula de ADN e insertarse en una segunda molécula de ADN. Se describen dos nuevos sistemas de transposon-
transposasa de similar a piggyBac que no se derivan de la oruga de la col Trichoplusia ni; uno se deriva del gusano
de seda Bombyx mori y el otro se deriva de la rana Xenopus tropicalis. Cada uno de estos comprende secuencias
que funcionan como extremos de transposones y que pueden usarse junto con una transposasa correspondiente
que reconoce y actla sobre esos extremos de transposones, como sistemas de transferencia de genes para
introducir de manera estable acidos nucleicos en el ADN de una célula. También se describen variantes de
transposasa hiperactivas y deficientes en integracion.

La invencién proporciona, como se especifica en las reivindicaciones, una transposasa que tiene al menos un 90 %
de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 407 o 415, en la que la transposasa no tiene una secuencia de origen
natural, que comprende al menos una sustitucién de aminoacido, con respecto a la SEQ ID NO: 407, como se
muestra en la Tabla 4, columna G o H o en la Tabla 11, columna H. La invencién también proporciona, como se
especifica en las reivindicaciones, un polinucleétido que codifica una transposasa como se especifica en las
reivindicaciones. La invencion también proporciona un método para crear una célula transgénica que comprende (i)
introducir en una célula eucariota (a) la transposasa de la reivindicacién 1, en donde la transposasa i) se proporciona
como una proteina, que se introduce en la célula, o ii) proporcionado como un polinucleétido, opcionalmente ARNm,
que codifica la transposasa, que se introduce en la célula y expresa la transposasa, y (b) un polinucleétido que
comprende un transposén que comprende extremos del transposén de un transposon similar a piggyBac que
flanquea un polinucleétido heterélogo, en donde un extremo del transposén comprende al menos 16 bases
contiguas de SEQ ID NO: 25 y el otro extremo del transposdn comprende al menos 16 bases contiguas de SEQ ID
NO: 31 e (ii) identificar una célula en la que el transposén esta incorporado en el genoma de la célula eucariota; en
donde el método no implica modificar la identidad genética de la linea germinal de ningun ser humano. La invencion
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también proporciona la transposasa de la reivindicacion 1 para su uso en terapia génica, en donde no se modifica la
identidad genética de la linea germinal de ningun ser humano. El tema descrito en la presente descripcion pero no
cubierto por las reivindicaciones puede ser Util para comprender la invencién. La especificacién proporciona
secuencias de transposasas hiperactivas de Xenopus que son al menos un 90 % idénticas a la SEQ ID NO: 61, y
posiciones y sustituciones de aminoacidos que pueden introducirse para mejorar la actividad de la transposasa o
para mantener la funcién de la transposasa. La especificacion también proporciona secuencias de extremos del
transposon que comprenden al menos 16 bases contiguas de SEQ ID NO: 7 y al menos 16 bases contiguas de SEQ
ID NO: 16,y

las repeticiones terminales invertidas de SEQ ID NO: 19. Estas secuencias, cuando se colocan a ambos lados de un
polinucleétido heterélogo, crean un transposén de Xenopus sintético que se puede escindir de un polinucleétido
mediante transposasas de Xenopus. El transposén sintético puede integrarse en un genoma diana mediante una
transposasa de Xenopus.

La invencién proporciona secuencias de fransposasas de Bombyx hiperactivas que son al menos un 90 % idénticas
a SEQ ID NO: 415, y posiciones y sustituciones de aminoacidos que pueden introducirse para mejorar la actividad
de la transposasa o para mantener la funcién de la transposasa. La especificacién también proporciona secuencias
de extremos del transposén que comprenden al menos 16 bases contiguas de SEQ ID NO: 25 y al menos 16 bases
contiguas de SEQ ID NO: 31, y repeticiones terminales invertidas que son al menos 87 % idénticas a SEQ ID NO:
33. Estas secuencias, cuando se colocan a ambos lados de un polinucledtido heterélogo, crean un transposén de
Bombyx sintético que puede escindirse de un polinucledtido mediante transposasas Bombyx. El transposén sintético
puede integrarse en un genoma diana mediante una transposasa de Bombyx.

La especificacion proporciona métodos para integrar un polinucledtido heterélogo en el genoma de una célula diana,
mediante la introduccion de un fransposon Xenopus y una transposasa Xenopus, o una fransposasa de Bombyx y
un transposén de Bombyx, en una célula diana. La transposasa puede introducirse como proteina o como
polinucleétido que codifica la transposasa y puede expresarse en la célula diana.

La especificacion también proporciona configuraciones de vector, incluidas configuraciones de transposon, que son
particularmente ventajosas para la expresion de genes en sistemas de mamiferos.

Los transposones y transposasas de la presente invencion pueden usarse en métodos, por ejemplo, pero sin
limitarse a, expresién génica heterdloga, terapia génica, mutagénesis por insercion o descubrimiento de genes.

4. Breve descripcion de las composiciones de las construcciones y procedimientos experimentales
4.1 Composiciones de las construcciones

La SEQ ID NO: 39 contiene un promotor débil (el promotor de fosfoglicerato cinasa murina (PGK), SEQ ID NO: 937),
unido operativamente a un Unico marco de lectura abierto que codifica DasherGFP acoplado traduccionalmente a
través de una secuencia CHYSEL a puromicina N-acetil transferasa, seguido por la sefial de poliadenilacion de la
beta globina humana.

SEQ ID NO: 40 comprende un promotor débil (el promotor de fosfoglicerato cinasa murina (PGK), SEQ ID NO: 937),
unido operativamente a un marco de lectura abierto que codifica puromicina N-acetil transferasa, seguido de la sefal
de poliadenilacion de beta globina humana. La SEQ ID NO: 40 también comprende el promotor EF1a unido
operativamente a un gen que codifica DasherGFP seguido de los elementos potenciadores de la expresion SEQ ID
NO. 866 y la secuencia de poliadenilacion de globina de conejo.

4.2 Procedimientos experimentales
4.2.1 Transfeccion y seleccion de CHO-K1

Células CHO-K1 (de ATCC) se cultivaron en F12-K (de ATCC) + 10 % de FBS (de ATCC) + 1 % de penicilina-
estreptomicina (de ATCC) a 37 °C, 5 % de COz2 al 80 % de confluencia. Se sembraron 500 000 células en placas de
cultivo de tejidos de 24 pocillos y se incubaron a 37 °C, 5 % de CO2 durante 24 horas antes de la transfeccion. Las
transfecciones se realizaron por triplicado. Cada transfeccién usé un total de 500-1000 ug de ADN con el reactivo
Roche Extreme Gene 9 (relacién 2:1) segun el protocolo del fabricante. Se afiadié medio con puromicina 50 pg/ml 72
horas después de la transfeccién. La seleccidén con puromicina se llevé a cabo durante 72 horas, después de lo cual
se elimind la puromicina. Las células se cultivaron durante 14 dias después de la seleccién con puromicina con dos
pases y cambios de medio. Las células se recogieron raspando y midiendo en un lector de placas fluorimétrico.

4.2.2 Transfeccion y seleccion de CHO-S
Células CHO-S (de la ATCC) se cultivaron en medio de expresion CHOgro (de Mirus) a 37 °C, 5 % de CO 2 y se

sembraron a 2 x 108 células/ml. Se transfectd 1 ml de células con 1 ug de acido nucleico total. Las transfecciones se
realizaron por duplicado. Cada transfeccién usé el reactivo Mirus Transit-Pro y Mirus TransIT-mRNA segun el
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protocolo del fabricante. Se afadié medio con puromicina 72 horas después de la transfeccidon. La seleccion con
puromicina se llevé a cabo durante el numero de dias indicado, con un cambio de medio completo en medio fresco
que contenia puromicina después de 5 dias.

4.2.3 Preparacion de ARNm

El ARNm que codifica las transposasas se prepard mediante transcripciéon in vitro mediante el uso de ARN
polimerasa de T7. El ARNm comprendia una secuencia 5 SEQ ID NO: 699 que precede a la secuencia que codifica
el marco de lectura abierto, y una secuencia 3' SEQ ID NO: 700 que sigue al codén de terminacion al final del marco
de lectura abierto. EI ARNm tenia un andlogo de caperuza anti-inversa (3'-O-Me-m’ G(5')ppp(5')G, y estaba
completamente sustituido con pseudouridina y 5-metil-citosina.

5. Descripcion detallada de la invencion

5.1 Definiciones

El uso de las formas singulares "un", "una" y "el" incluye referencias en plural a menos que el contexto lo indique
claramente de cualquier otra manera. Asi, por ejemplo, la referencia a "un polinucleétido" incluye una pluralidad de
polinucledtidos, la referencia a "un sustrato" incluye una pluralidad de tales sustratos, la referencia a "una variante"
incluye una pluralidad de variantes y similares.

Términos tales como "conectado", "adjunto", "enlazado" y "conjugado" se usan indistintamente en la presente
descripcion y abarcan conexion, unién, enlace o conjugacion directa o indirecta, a menos que el contexto lo indique
claramente de cualquier otra manera. Cuando se indica un intervalo de valores, debe entenderse que cada valor
entero intermedio, y cada fraccion del mismo, entre los limites superior e inferior enumerados de ese intervalo
también se describe especificamente, junto con cada subintervalo entre dichos valores. Los limites superior e inferior
de cualquier intervalo se pueden incluir o excluir de forma independiente del intervalo, y cada intervalo en el que se
incluyen uno o ambos limites o ambos limites también se incluye en la invencién. Cuando un valor que se esta
discutiendo tiene limites inherentes, por ejemplo, cuando un componente puede estar presente en una
concentracién de 0 a 100 %, o cuando el pH de una solucién acuosa puede variar de 1 a 14 esos limites inherentes
se describen especificamente. Cuando se indica explicitamente un valor, debe entenderse que los valores que son
aproximadamente la misma cantidad o cantidad que el valor indicado también estan dentro del alcance de la
descripcion. Cuando se describe una combinacién, cada subcombinacién de los elementos de esa combinacién
también se describe especificamente y esta dentro del alcance de la descripcion. A la inversa, cuando se describen
individualmente diferentes elementos o grupos de elementos, también se describen combinaciones de los mismos.
Cuando se describe que cualquier elemento de una invencién tiene una pluralidad de alternativas, también se
describen ejemplos de esa invencion en donde cada alternativa se excluye individualmente o en cualquier
combinacién con las otras alternativas; mas de un elemento de una invencion puede tener tales exclusiones, y por la
presente se describen todas las combinaciones de elementos que tienen tales exclusiones.

A menos que se defina de cualquier otra manera en la presente descripcion, todos los términos técnicos y cientificos
usados en la presente descripcion tienen el mismo significado que entiende habitualmente un experto en la técnica a
la que pertenece esta invencion. Singleton, y otros, Dictionary of Microbiology and Molecular Biology, 29 Edicion,
John Wiley and Sons, Nueva York (1994), y Hale & Marham, The Harper Collins Dictionary of Biology, Harper
Perennial, NY, 1991, proporcionan a un experto un diccionario general de muchos de los términos que se usan en
esta descripcion. Se describen métodos y materiales preferidos en relacion con la practica o ensayo de la invencion.
A menos que se indique de cualquier otra manera, los acidos nucleicos se escriben de izquierda a derecha en
orientacion 5' a 3'; las secuencias de aminodacidos se escriben de izquierda a derecha en orientacion amino a
carboxilo, respectivamente. Los términos definidos inmediatamente a continuacién se definen de forma mas
completa por referencia a la especificacion en su conjunto.

La "configuracién" de un polinucleétido significa los elementos de secuencia funcional dentro del polinucledtido y el
orden y direccién de esos elementos.

Los términos "transposén correspondiente” y "transposasa correspondiente” se usan para indicar una relacién de
actividad entre una transposasa y un transposén. Una transposasa transpone su transposon correspondiente.
Muchas transposasas pueden corresponder con un solo transposon, por ejemplo, todas las SEQ ID NO: 52-402 son
transposasas correspondientes para el transposéon SEQ ID NO: 44). Un transposén es transpuesto por su
correspondiente transposasa. Muchos transposones pueden corresponder con una sola transposasa, por ejemplo,
los transposones que se muestran en las filas 4-21 de la Tabla 5 son todos transposones correspondientes para la
transposasa SEQ ID NO: 48.

El término "marcador de seleccion inversa" significa una secuencia de polinucleétidos que confiere una desventaja
selectiva a una célula huésped. Ejemplos de marcadores de seleccion inversa incluyen sacB, rpsL, tetAR, pheS,
thyA, gata-1, ccdB, kid y barnasa (Bernard, 1995, Journal/Gene, 162:159-160; Bernard y otros, 1994. Journal/Gene,
148: 71-74; Gabant y otros, 1997, Journal/Biotechniques, 23: 938-941; Gababt y otros, 1998, Journal/Gene, 207: 87-
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92; Gababt y otros, 2000, Journal/Biotechniques, 28: 784-788; Galvao y de Lorenzo, 2005, Journal/Appl Environ
Microbiol, 71: 883-892; Hartzog y otros, 2005, Journal/Yeat, 22: 789-798; Knipfer y otros, 1997, Journal/Plasmid, 37:
129-140; Reyrat y oftros, 1998, Journal/Infect Immun, 66: 4011-4017; Soderholm y otros, 2001,
Journal/Biotechniques, 31: 306-310, 312; Tamura y otros, 2005, Journal/Appl Environ Microbiol, 71: 587-590;
Yazynin y otros, 1999, Journal/FEBS Lett, 452: 351-354). Los marcadores de seleccién inversa a menudo confieren
su desventaja selectiva en contextos especificos. Por ejemplo, pueden conferir sensibilidad a compuestos que se
pueden agregar al entorno de la célula huésped, o pueden matar a un huésped con un genotipo pero no a un
huésped con un genotipo diferente. Las condiciones que no confieren una desventaja selectiva a una célula que
lleva un marcador de seleccién se describen como "permisivas". Las condiciones que confieren una desventaja
selectiva a una célula que lleva un marcador de seleccion inversa se describen como "restrictivas".

El término "elemento de acoplamiento” o "elemento de acoplamiento traduccional" se refiere a una secuencia de
ADN que permite asociar la expresion de un primer polipéptido a la expresion de un segundo polipéptido. Los sitios
internos de entrada a ribosomas (elementos IRES) y los elementos hidrolasa que actiuan en cis (elementos
CHYSEL) son ejemplos de elementos de acoplamiento.

Los términos "secuencia de ADN", "secuencia de ARN" o "secuencia de polinucledtidos" significan una secuencia de
acido nucleico contigua. La secuencia puede ser un oligonucleétido de 2 a 20 nucledtidos de longitud hasta una
secuencia gendmica de longitud completa de miles o cientos de miles de pares de bases.

El término "construccién de expresion" significa cualquier polinucledtido disefiado para transcribir un ARN. Por
ejemplo, una construccién que contiene al menos un promotor que esta o puede estar unido operativamente a un
gen, region codificante o secuencia polinucleotidica corriente abajo (por ejemplo, un ADNc o fragmento de ADN
genomico que codifica un polipéptido o proteina, o una molécula efectora de ARN, por ejemplo, un ARN antisentido,
ARN formador de triplex, ribozima, un ligando de ARN de alta afinidad seleccionado artificialmente (aptamero), un
ARN bicatenario, por ejemplo, una molécula de ARN que comprende un ARNbc de tallo-bucle u horquilla, o un
ARNbc de dos dedos o de varios dedos o un microARN, o cualquier ARN). Un "vector de expresién" es un
polinucleétido que comprende un promotor que puede unirse operativamente a un segundo polinucledtido. La
transfeccidn o transformacion de la construccion de expresion en una célula receptora permite que la célula exprese
una molécula, polipéptido o proteina efectora de ARN codificada por la construccion de expresion. Una construccion
de expresién puede ser un plasmido, virus, virus recombinante modificado genéticamente o un cromosoma artificial
derivado de, por ejemplo, un bacteriéfago, adenovirus, virus adenoasociado, retrovirus, lentivirus, poxvirus o
herpesvirus. Dichos vectores de expresion pueden incluir secuencias de bacterias, virus o fagos. Dichos vectores
incluyen vectores cromosomicos, episomicos y derivados de virus, por ejemplo, vectores derivados de plasmidos
bacterianos, bacteriéfagos, episomas de levadura, elementos cromosémicos de levadura y virus, vectores derivados
de combinaciones de los mismos, tales como los derivados de elementos genéticos de plasmidos y bacteriéfagos,
cosmidos y fagémidos. Una construcciéon de expresion se puede replicar en una célula viva o se puede preparar
sintéticamente. Para los propdsitos de esta solicitud, los términos "construccién de expresiéon”, "vector de expresion”,
"vector" y "plasmido" se usan indistintamente para demostrar la aplicacion de la invencién en un sentido ilustrativo
general, y no pretenden limitarse a un tipo particular de construccion de expresion.

El término "polipéptido de expresion" significa un polipéptido codificado por un gen en una construccién de
expresion.

El término "sistema de expresion" se refiere a cualquier sistema bioldgico in vivo o in vitro que se usa para producir
uno o mas productos génicos codificados por un polinucleétido.

Un "sistema de transferencia de genes" comprende un vector o vector de transferencia de genes, o un polinucleétido
que comprende el gen a transferir que se clona en un vector (un "polinucleétido de transferencia de genes" o
"construccion de transferencia de genes"). Un sistema de transferencia de genes también puede comprender otras
caracteristicas para facilitar el proceso de transferencia de genes. Por ejemplo, un sistema de transferencia de
genes puede comprender un vector y una mezcla de empaquetamiento de lipidos o virus para permitir que un primer
polinucleétido entre en una célula, o puede comprender un polinucleétido que incluye un transposén y una segunda
secuencia de polinucledtidos que codifica una transposasa correspondiente para mejorar la integracién productiva
genomica del transposon. Las transposasas y transposones de un sistema de transferencia de genes pueden estar
en la misma molécula de acido nucleico o en diferentes moléculas de acido nucleico. La transposasa de un sistema
de transferencia de genes puede proporcionarse como un polinucleétido o como un polipéptido.

Dos elementos son heterélogos entre si si no estan asociados naturalmente. Por ejemplo, una secuencia de acido
nucleico que codifica una proteina unida a un promotor heterélogo significa un promotor distinto del que dirige
naturalmente la expresion de la proteina. Un acido nucleico heterdlogo flanqueado por extremos del transposoén o
ITR significa un acido nucleico heterélogo que no esta flanqueado naturalmente por esos extremos del transposén o
ITR, tal como un acido nucleico que codifica un polipéptido distinto de una transposasa, que incluyen una cadena
ligera o pesada de anticuerpo. Un acido nucleico es heterélogo para una célula si no se encuentra naturalmente en
la célula o si se encuentra naturalmente en la célula pero en una ubicacién diferente (por ejemplo, una ubicacion
episémica o genémica diferente) que la ubicacién descrita.
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El término "huésped" significa cualquier organismo procariota o eucariota que puede ser receptor de un acido
nucleico. Un "huésped", como se usa el término en la presente descripcion, incluye organismos procariotas o
eucariotas que pueden modificarse genéticamente. Para ejemplos de tales huéspedes, véase Maniatis y otros,
Molecular Cloning. A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1982). Como se
usa en la presente descripcion, los términos "huésped", "célula huésped", "sistema huésped" y "huésped de
expresion" se pueden usar indistintamente.

Una transposasa "hiperactiva" es una transposasa que es mas activa que la transposasa de origen natural de la que
se deriva. Por tanto, las transposasas "hiperactivas" no son secuencias de origen natural. Las transposasas
hiperactivas de Xenopus son aquellas que son mas activas que la SEQ ID NO: 48. Las transposasas de Bombyx
hiperactivas son aquellas que son mas activas que la SEQ ID NO: 407.

"Integracion defectuosa" significa una transposasa que puede escindir su transposén correspondiente, pero que
integra el transposon escindido en el genoma del huésped a una frecuencia mas baja que una transposasa de
origen natural correspondiente. Las transposasas de Xenopus con integracion defectuosa son deficientes con
respecto a la SEQ ID NO: 48. Las transposasas de Bombyx con integracion defectuosa son deficientes con respecto
ala SEQ ID NO: 407.

Un "IRES" o "sitio interno de entrada del ribosoma" significa una secuencia especializada que promueve
directamente la union de ribosoma, independientemente de la estructura de la caperuza.

Un polipéptido o polinucledtido "aislado" significa un polipéptido o polinucledtido que ha sido eliminado de su entorno
natural, producido mediante el uso de técnicas recombinantes o sintetizado quimica o enzimaticamente. Los
polipéptidos o polinucleétidos de esta invencion (como se especifica en las reivindicaciones) pueden purificarse, es
decir, esencialmente libres de cualquier otro polipéptido o polinucleétido y productos celulares asociados u otras
impurezas.

Los términos "nucledsido” y "nucleétido” incluyen aquellas porciones que contienen no solo las bases de purina y
pirimidina conocidas, sino también otras bases heterociclicas que se han modificado. Dichas modificaciones incluyen
purinas o pirimidinas metiladas, purinas o pirimidinas aciladas u otros heterociclos. Los nucleésidos o nucleétidos
modificados también pueden incluir modificaciones en la porcién azucar, por ejemplo, cuando uno o mas de los
grupos hidroxilo se reemplazan con halégeno, grupos alifaticos o se funcionalizan como éteres, aminas o similares.
El término "unidad nucleotidica" pretende abarcar nucleésidos y nucleétidos.

"Marco abierto de lectura" u ORF significa una porcién de un polinucleétido que, cuando se traduce en aminoacidos,
no contiene codones de terminacion. El cédigo genético lee las secuencias de ADN en grupos de tres pares de
bases, lo que significa que una molécula de ADN de doble cadena puede leerse en cualquiera de los seis marcos de
lectura posibles: tres en la direccion directa y tres en la reversa. Normalmente, un ORF también incluye un codon de
iniciacién en el que puede comenzar la traduccién.

El término "unido operativamente" se refiere al enlace funcional entre dos secuencias de manera que una secuencia
modifica el comportamiento de la otra. Por ejemplo, un primer polinucleétido que comprende una secuencia de
control de la expresion del acido nucleico (tal como un promotor, secuencia IRES, potenciador o arreglo de sitios de
union a factor de transcripcion) y un segundo polinucleétido estan unidos operativamente si el primer polinucleétido
afecta la transcripcion y/o traduccion del segundo polinucleétido. De manera similar, una primera secuencia de
aminoacidos que comprende una sefial de secrecion o una sefal de localizacion subcelular y una segunda
secuencia de aminoacidos estan unidas operativamente si la primera secuencia de aminoacidos hace que la
segunda secuencia de aminoacidos sea secretada o localizada en una ubicacion subcelular.

El término "saliente" o "ADN saliente" se refiere a la porcién monocatenaria en el extremo de una molécula de ADN
bicatenaria. Los salientes complementarios son aquellos que se emparejaran entre si.

Una "transposasa similar a piggyBac" significa una transposasa con al menos un 20 % de identidad de secuencia
identificada mediante el algoritmo TBLASTN con la transposasa piggyBac de Trichoplusia ni (SEQ ID NO: 698), y
como se describe con mas detalle en Sakar, A. y otros, (2003). Mol. Gen. Genomics 270: 173-180. "Molecular
evolutionary analysis of the widespread piggyBac transposon family and related '"domesticated’ species”, y ademas
se caracteriza por un motivo DDD similar a DDE, con residuos de aspartato en las posiciones correspondientes a
D268, D346 y D447 de la transposasa de Trichoplusia ni piggyBac en alineamiento maxima. Las transposasas
similares a PiggyBac también se caracterizan por su capacidad para escindir sus transposones con precisiéon con
una alta frecuencia. Un "transposon similar a piggyBac" significa un transposén que tiene extremos del transposon
que son iguales o al menos 80 % y preferentemente al menos 90, 95, 96, 97, 98 0 99 % idénticos a los extremos del
transposoén de un transposén de origen natural que codifica una transposasa similar a piggyBac. Un transposon
similar a piggyBac incluye una secuencia de repeticion terminal invertida (ITR) de aproximadamente 12-16 bases en
cada extremo, y esta flanqueado en cada lado por una secuencia de 4 bases correspondiente a la secuencia
objetivo de integracién que se duplica en la integracién del transposoén (el objetivo Duplicacién de sitio o duplicacion
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de secuencia de destino o TSD). Los transposones y transposasas similares a PiggyBac se encuentran de forma
natural en una amplia gama de organismos, incluidos Argyrogramma agnate (GU477713), Anopheles gambiae
(XP_312615; XP_320414; XP_310729), Aphis gossypii (GU329918), Acyrthosiphon pisum (XP_001948139), Agrotis
ypsilon (GU477714), Bombyx mori (BAD11135), Ciona intestinalis (XP_002123602), Chilo suppressalis (JX294476),
Drosophila melanogaster (AAL39784), Daphnia pulicaria (AAM76342), Helicoverpa armigera (ABS18391), Homo
sapiens (NP_689808), Heliothis virescens (ABD76335), Macdunnoughia crassisigna (EU287451), Macaca
fascicularis (AB179012), Mus musculus (NP_741958), Pectinophora gossypiella (GU270322), Rattus norvegicus
(XP_220453), Tribolium castaneum (XP_001814566), Trichoplusia ni (AAA87375) y Xenopus tropicalis (BAF82026),
aunque la actividad de transposicion no se ha descrito para casi ninguno de estos.

Los términos "polinucleétido”, "oligonucledtido”, "acido nucleico" y "molécula de acido nucleico" y "gen" se usan
indistintamente para referirse a una forma polimérica de nucleétidos de cualquier longitud, y pueden comprender
ribonucledtidos, desoxirribonucleétidos, analogos de los mismos o mezclas de los mismos. Este término se refiere
solo a la estructura primaria de la molécula. Por tanto, el término incluye acido desoxirribonucleico ("ADN") de
cadena triple, doble y simple, asi como acido ribonucleico ("ARN") de cadena triple, doble y simple. También incluye
formas modificadas, por ejemplo, por alquilacién y/o por proteccion, y no modificadas del polinucleétido. Mas
particularmente, los términos "polinucledtido”, "oligonucleétido”, "acido nucleico" y "molécula de acido nucleico”
incluyen polidesoxirribonucleétidos (que contienen 2-desoxi-D-ribosa), polirribonucleétidos (que contienen D-ribosa),
que incluyen ARNt, ARNr, ARNh, ARNip y ARNm, ya sea empalmado o no empalmado, cualquier otro tipo de
polinucleétido que sea un N- o C-glucésido de una base purina o pirimidina, y otros polimeros que contengan
cadenas principales no nucleotidicas, por ejemplo, poliamida (por ejemplo, acidos nucleicos peptidicos ("PNA") y
polimorfolino (disponible comercialmente de Anti-Virals, Inc., Corvallis, Oreg., como Neugene) polimeros, y otros
polimeros de acidos nucleicos especificos de secuencia sintética siempre que los polimeros contengan bases
nucleotidicas en una configuracion que permita el apareamiento de bases y apilamiento de bases, como se
encuentra en el ADN y el ARN. No existe una distincion intencionada en la longitud entre los términos
"polinucleétido”, "oligonucleétido", "acido nucleico” y "molécula de &cido nucleico", y estos términos se usan
indistintamente en la presente descripcion. Estos términos se refieren Unicamente a la estructura primaria de la
molécula. Asi, estos términos incluyen, por ejemplo, 3'-desoxi-2', 5-ADN, oligodesoxirribonucleétidos N3' P5'
fosforamidatos, ARN 2'-O-alquil-sustituido, ADN bicatenario y monocatenario, asi como ARN bicatenario y
monocatenario e hibridos de los mismos, que incluyen, por ejemplo, hibridos entre ADN y ARN o entre PNA y ADN o
ARN, y también incluyen tipos conocidos de modificaciones, por ejemplo, etiquetas, alquilacion, "caperuzas",
sustitucion de uno o mas de los nucleétidos con un analogo, modificaciones internucleotidicas como, por ejemplo,
aquellos con enlaces no cargados (por ejemplo, metilfosfonatos, fosfotriésteres, fosforamidatos, carbamatos o
similares) con enlaces cargados negativamente (por ejemplo, fosforotioatos, fosforoditioatos o similares), y con
enlaces cargados positivamente (por ejemplo, aminoalquilfosforamidatos, aminoalquilfosfotriésteres), aquellos que
contienen porciones salientes, tales como, por ejemplo, proteinas (que incluyen enzimas (por ejemplo, nucleasas),
toxinas, anticuerpos, péptidos sefial, poli-L-lisina o similares), aquellos con intercaladores (por ejemplo, acridina,
psoraleno o similares), aquellos que contienen quelatos (de, por ejemplo, metales, metales radiactivos, boro, metales
oxidativos o similares), aquellos que contienen alquilantes, aquellos con enlaces modificados (por ejemplo, acidos
nucleicos alfa anoméricos o similares), asi como formas no modificadas del polinucleétido u oligonucleétido.

Un "promotor" significa una secuencia de acido nucleico suficiente para dirigir la transcripcion de una molécula de
acido nucleico unida operativamente. También se incluyen en esta definiciéon aquellos elementos de control de la
transcripcion (por ejemplo, potenciadores) que son suficientes para hacer controlable la expresion génica
dependiente del promotor de una manera especifica de tipo celular, especifica de tejido o especifica temporal, o que
son inducibles por sefiales o agentes; tales elementos, pueden estar dentro de la region 3' de un gen o dentro de un
intron. Convenientemente, un promotor estd unido operativamente a una secuencia de acido nucleico, por ejemplo,
un ADNc o una secuencia génica, o una secuencia codificante de ARN efectora, de tal manera que permita la
expresion de la secuencia de acido nucleico, o se proporciona un promotor en un casete de expresién en donde se
puede insertar convenientemente una secuencia de acido nucleico seleccionada a transcribir.

El término "marcador de seleccion” significa un segmento de polinucleétido que permite seleccionar a favor o en
contra una molécula o una célula que lo contiene, a menudo en condiciones particulares. Estos marcadores pueden
codificar una actividad, tal como, pero sin limitarse a, la produccion de ARN, péptido o proteina, o pueden
proporcionar un sitio de unién para ARN, péptidos, proteinas, compuestos o composiciones inorganicos y organicos.
Los ejemplos de marcadores de seleccidn incluyen, pero no se limitan a: (1) segmentos de ADN que codifican
productos que proporcionan resistencia contra compuestos de otra manera toéxicos (por ejemplo, antibiéticos); (2)
segmentos de ADN que codifican productos que de otro modo faltan en la célula receptora (por ejemplo, genes de
ARNt, marcadores auxotroficos); (3) segmentos de ADN que codifican productos que suprimen la actividad de un
producto génico; (4) segmentos de ADN que codifican productos que pueden identificarse facilmente (por ejemplo,
marcadores fenotipicos tales como beta-galactosidasa, proteina verde fluorescente (GFP) y proteinas de la
superficie celular); (5) segmentos de ADN que se unen a productos que de otro modo serian perjudiciales para la
supervivencia y/o funcién celular; (6) segmentos de ADN que inhiben de otro modo la actividad de cualquiera de los
segmentos de ADN descritos en los numeros 1-5 anteriores (por ejemplo, oligonucledtidos antisentido); (7)
segmentos de ADN que se unen a productos que modifican un sustrato (por ejemplo, endonucleasas de restriccion);
(8) segmentos de ADN que se pueden usar para aislar una molécula deseada (por ejemplo, sitios de unioén a
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proteinas especificas); (9) segmentos de ADN que codifican una secuencia de nucledtidos especifica que de otro
modo puede ser no funcional (por ejemplo, para la amplificacion por PCR de subpoblaciones de moléculas); y/o (10)
segmentos de ADN, que cuando estan ausentes, confieren directa o indirectamente sensibilidad a compuestos
particulares.

La identidad de la secuencia se puede determinar alineando secuencias mediante el uso de algoritmos, como
BESTFIT, FASTA y TFASTA en Wisconsin Genetics Software Package version 7.0, Genetics Computer Group, 575
Science Dr., Madison, Wis.), mediante el uso de parametros predeterminados para las brechas, o por inspeccion y el
mejor alineamiento (es decir, que da como resultado el mayor porcentaje de similitud de secuencia en una ventana
de comparacion). El porcentaje de identidad de secuencia se calcula comparando dos secuencias alineadas de
manera 6ptima en una ventana de comparacion, determinando el nUmero de posiciones en las que ocurren los
residuos idénticos en ambas secuencias para producir el nimero de posiciones coincidentes, dividiendo el nimero
de posiciones coincidentes por el niumero total de posiciones coincidentes y no coincidentes sin contar las brechas
en la ventana de comparacion (es decir, el tamafio de la ventana), y multiplicar el resultado por 100 para producir el
porcentaje de identidad de secuencia. A menos que se indique de cualquier otra manera, la ventana de comparacion
entre dos secuencias se define por la longitud total de la mas corta de las dos secuencias.

Un “acido nucleico diana” es un acido nucleico en donde se insertara un transposén. Tal diana puede ser parte de un
cromosoma, episoma o vector.

Una “secuencia diana de integracion” o "secuencia diana" o "sitio diana" para una transposasa es un sitio o
secuencia en una molécula de ADN diana en donde una transposasa puede insertar un transposoén. La transposasa
piggyBac de Trichoplusia ni inserta su transposén en la secuencia diana 5'-TTAA-3'. Las transposasas similares a
PiggyBac transponen sus transposones mediante el uso de un mecanismo de cortar y pegar, lo que da como
resultado la duplicacién de su secuencia diana de 4 pares de bases al insertarla en una molécula de ADN. Por tanto,
la secuencia diana se encuentra a cada lado de un transposén de similar a piggyBac integrado.

El término "traduccion” se refiere al proceso mediante el cual un polipéptido es sintetizado por un ribosoma "leyendo"”
la secuencia de un polinucleétido.

Una "transposasa" es un polipéptido que cataliza la escision de un transposén correspondiente de un polinucleétido
donante, por ejemplo un vector, y (siempre que la transposasa no sea deficiente en integracion) la posterior
integracion del transposon en un acido nucleico diana. Una " transposasa de Bombyx " significa una transposasa con
al menos un 80 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO. 407, incluidas las variantes hiperactivas de la SEQ
ID NO. 407, que pueden transponer un transposon correspondiente. Una " transposasa de Xenopus " significa una
transposasa con al menos un 80 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO. 48, incluidas las variantes
hiperactivas de la SEQ ID NO. 48, que pueden, cuando se fusionan con una secuencia de localizacion nuclear
heterdloga, transponer un transposon correspondiente.

El término "transposicion" se usa en la presente descripcidon para describir la accion de una transposasa al escindir
un transposon de un polinucledétido y luego integrarlo, ya sea en un sitio diferente en el mismo polinucleétido, o en un
segundo polinucleétido.

El término "transposon” significa un polinucleétido que puede escindirse de un primer polinucledétido, por ejemplo, un
vector, e integrarse en una segunda posicién en el mismo polinucleétido, o en un segundo polinucleétido, por
ejemplo, el ADN gendmico o extracromosémico de una célula, por la acciéon de una transposasa de accién trans
correspondiente. Un transposon comprende un primer extremo del transposén y un segundo extremo del transposon
que son secuencias de polinucleétidos reconocidas y transpuestas por una transposasa. Un transposon
normalmente comprende ademas una primera secuencia de polinucleotidos entre los dos extremos del transposon,
de manera que la primera secuencia de polinucleétidos se transpone junto con los dos extremos del transposoén por
la accion de la transposasa. Los transposones naturales comprenden frecuentemente ADN que codifica una
transposasa que actua sobre el transposén. Los transposones de la presente invencidon son "transposones
sintéticos" que comprenden una secuencia polinucleotidica heterdloga que es transponible en virtud de su
yuxtaposicion entre dos extremos del transposon.

El término "extremo del transposén” significa las secuencias de nucledtidos que actian en cis que son suficientes
para el reconocimiento y la transposicidn por una transposasa correspondiente. Los extremos del transposén de los
transposones similar a piggyBac comprenden repeticiones perfectas o imperfectas, de modo que las repeticiones
respectivas en los dos extremos del transposdn son complementos inversos entre si. Estos se conocen como
repeticiones terminales invertidas (ITR) o repeticiones invertidas terminales (TIR). Un extremo del transposén puede
incluir o no una secuencia adicional préxima al ITR que promueve o aumenta la transposicion.

El término "vector" o "vector de ADN" o "vector de transferencia de genes" se refiere a un polinucleétido que se usa
para realizar una funcién "portadora" de otro polinucleétido. Por ejemplo, los vectores se usan a menudo para
permitir que un polinucleétido se propague dentro de una célula viva, o para permitir que un polinucledtido sea
empaquetado para su liberacion en una célula, o para permitir que un polinucledétido se integre en el ADN gendmico
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de una célula. Un vector puede comprender ademas elementos funcionales adicionales, por ejemplo, puede
comprender un transposoén.

5.2 Descripcién
5.2.1 Integracién genémica

La expresion de un gen a partir de un polinucleétido heterélogo en una célula huésped eucariota puede mejorarse si
el polinucledtido heterélogo se integra en el genoma de la célula huésped. La integracién de un polinucleétido en el
genoma de una célula huésped también lo hace generalmente heredable de manera estable, sometiéndolo a los
mismos mecanismos que aseguran la replicacion y division del ADN gendmico. Esta heredabilidad estable es
deseable para lograr una expresion buena y consistente durante largos periodos de crecimiento. Para la fabricacion
de biomoléculas, particularmente para aplicaciones terapéuticas, la estabilidad del huésped y la consistencia de los
niveles de expresiéon también son importantes para fines regulatorios. Se describen asi las células con vectores de
transferencia de genes, incluidos los vectores de transferencia de genes basados en transposones, integrados en
sus genomas.

Los polinucledtidos heterdlogos pueden integrarse de manera mas eficiente en un genoma diana si forman parte de
un transposon, por ejemplo, para que puedan integrarse mediante una transposasa. Un beneficio particular de un
transposon es que se integra todo el polinucleétido entre los ITR del transposoén. Esto contrasta con la integracion
aleatoria, donde un polinucleétido introducido en una célula eucariota a menudo se fragmenta al azar en la célula, y
solo partes del polinucleétido se incorporan al genoma diana, generalmente a baja frecuencia. Se ha demostrado
que el transposon piggyBac de la oruga de la col Trichoplusia ni se transpone por su transposasa en células de
muchos organismos (véase por ejemplo Keith y otros, (2008) BMC Molecular Biology 9:72 "Analysis of the piggyBac
transposase reveals a functional nuclear targeting signal in the 94 c-terminal residues"). Los polinucleétidos
heterélogos incorporados en transposones similares a piggyBac pueden integrarse en células eucariotas, incluidas
células animales, células fungicas o células vegetales. Las células animales preferidas pueden ser de vertebrados o
invertebrados. Las células de vertebrados preferidas incluyen células de mamiferos que incluyen roedores tales
como ratas, ratones y hamsteres; ungulados, como vacas, cabras u ovejas; y cerdos. Las células de vertebrados
preferidas también incluyen células de tejidos humanos y células madre humanas. Los tipos de células diana
incluyen linfocitos, hepatocitos, células neurales, células musculares, células sanguineas, células madre
embrionarias, células madre somaticas, células hematopoyéticas, asi como embriones, cigotos y espermatozoides
no humanos (algunos de los cuales estan abiertos para ser manipulados en un entorno in vitro). Las células
preferidas pueden ser células pluripotentes (células cuyos descendientes pueden diferenciarse en varios tipos de
células restringidas, como células madre hematopoyéticas u otras células madre) o células totipotentes no humanas
(es decir, una célula cuyos descendientes pueden convertirse en cualquier tipo de célula en un organismo, por
ejemplo, células madre embrionarias). Las células de cultivo preferidas son células de ovario de hamster chino
(CHO) o células de rifidn embrionario humano (HEK293). Las células fungicas preferidas son células de levadura
que incluyen Saccharomyces cerevisiae y Pichia pastoris. Las células vegetales preferidas son las algas, por
ejemplo, Chlorella, tabaco, maiz y arroz (Nishizawa-Yokoi y otros, (2014) Planta J. 77: 454-63 "Precise marker
excision system using an animal derived piggyBac transposon in plants").

Los sistemas de transferencia de genes preferidos comprenden un transposén en combinaciéon con una proteina
transposasa correspondiente que transpone el transposon, o un acido nucleico que codifica la proteina transposasa
correspondiente y es expresable en la célula diana.

Se puede introducir una proteina transposasa en una célula como proteina o como acido nucleico que codifica la
transposasa, por ejemplo como &cido ribonucleico, que incluyen ARNm o cualquier polinucleétido reconocido por la
magquinaria de traduccion de una célula; como ADN, por ejemplo como ADN extracromosomico que incluye ADN
episdomico; como ADN plasmidico o como acido nucleico viral. Ademas, el acido nucleico que codifica la proteina
transposasa se puede transfectar en una célula como un vector de acido nucleico, tal como un plasmido, o como un
vector de expresion génica, que incluyen un vector viral. El acido nucleico puede ser circular o lineal. EI ADN que
codifica la proteina transposasa puede insertarse de manera estable en el genoma de la célula o en un vector para
expresion constitutiva o inducible. Cuando la proteina transposasa se transfecta en la célula o se inserta en el vector
como ADN, la secuencia que codifica la transposasa esta preferentemente unida operativamente a un promotor
heterélogo. Hay una variedad de promotores que podrian usarse, que incluyen promotores constitutivos, promotores
especificos de tejido, promotores inducibles y similares. Se contemplan expresamente todas las secuencias de ADN
o ARN que codifican las proteinas transposasa de Bombyx o Xenopus. Alternativamente, la transposasa puede
introducirse en la célula directamente como proteina, por ejemplo, mediante el uso de péptidos que penetran en la
célula (por ejemplo, como se describe en Ramsey y Flynn (2015) Pharmacol. Ther. 154: 78-86 "Cell-penetrating
peptides transport therapeutics into cells"); mediante el uso de pequefias moléculas que incluyen sales y
propanobetaina (por ejemplo, como se describe en Astolfo y otros, (2015) Cell 161: 674-690); o electroporacién (por
ejemplo, como se describe en Morgan y Day (1995) Methods in Molecular Biology 48: 63-"The introduction of
proteins into mammalian cells by electroporation”).
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Es posible insertar el transposén en el ADN de una célula mediante recombinacién no homologa a través de una
variedad de mecanismos reproducibles e incluso sin la actividad de una transposasa. Los transposones descritos en
la presente descripcion se pueden usar para la transferencia de genes independientemente de los mecanismos por
los que se transfieren los genes.

5.2.2 Transposones similares a piggybac derivados de xenopus

Los transposones de ADN natural se someten a un sistema de replicacion de "cortar y pegar" en el que el
transposoén se escinde de una primera molécula de ADN y se inserta en una segunda molécula de ADN. Los
transposones de ADN se caracterizan por repeticiones terminales invertidas (ITR) y son movilizados por una
transposasa codificada por elementos. El sistema transposon/transposasa piggyBac es particularmente util debido a
la precision con la que el transposoén se integra y se escinde (ver, por ejemplo, "Fraser, M. J. (2001) The TTAA-
Specific Family of Transposable Elements: Identification, Functional Characterization, and Utility for Transformation
of Insects. Insect Transgenesis: Methods and Applications. AM Handler y AA James. Boca Raton, Fla., CRC Press:
249-268"; y "US 20070204356 A1: PiggyBac constructs in vertebrates" y referencias en el mismo).

Se han encontrado muchas secuencias con similitud de secuencia con la transposasa piggyBac de Trichoplusia ni
en los genomas de especies filogenéticamente distintas, desde hongos hasta mamiferos, pero se ha demostrado
que muy pocas poseen actividad transposasa (ver, por ejemplo, Wu M, y otros (2011 Genetica 139: 149-54. “Cloning
and characterization of piggyBac-like elements in lepidopteran insects”, y las referencias dentro del mismo).

Se ha identificado actividad de escisién en transposasas Txb de Xenopus (Hikosaka y otros, Mol. Biol. Evol., 24 (12):
2648-2656, 2007), pero los autores no informaron pruebas de la integracion de la diana extirpada en el genoma.
Este informe sugirié que tales transposasas carecen de actividad de integracién. Sin embargo, sorprendentemente
hemos encontrado que las transposasas identificadas originalmente en el genoma de Xenopus tropicalis (SEQ ID
NO. 48 y 49) son transposicionalmente activas en células de mamiferos cuando se fusionan con una sefial de
localizacion nuclear heterdloga. En ausencia de una sefal de localizaciéon nuclear fusionada, las transposasas de
Xenopus de origen natural son esencialmente inactivas para la integracion genémica (véase el Ejemplo 6.1.1 y la
Tabla 1). Nuestro descubrimiento revela por qué Hirosaka no pudo ver la integracion: los experimentos realizados
por Hikosaka y otros implico la transfeccion de una diana de ADN y el ADN que codifica una transposasa en células
de mamifero. La transposasa, producida en el citoplasma, podria actuar sobre el ADN transfectado en el citoplasma
para escindir el transposoén. Sin embargo, no se detectaria actividad de integraciéon gendmica si la transposasa, que
carecia de NLS, permaneciera citoplasmatica.

Aqui hemos identificado extremos de transposones que incluyen ITR que, cuando se agregan a los extremos de una
secuencia de polinucledtidos heterdloga, crean un transposén de Xenopus sintético que se integra de manera
eficiente en el ADN gendmico mediante una transposasa de Xenopus. Se afiade una secuencia diana izquierda
seguida de una secuencia terminal del transposon izquierdo que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID
NO: 1-8 en un lado de un polinucledtido heterdlogo. Se afiade al otro lado del polinucleétido heterélogo una
secuencia del extremo derecho del transposén que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 12-16, y
seguida de una secuencia diana derecha. El polinucledtido resultante es un transposén de Xenopus sintético y se
transpone eficientemente mediante transposasas seleccionadas de SEQ ID NO: 48 o 49, fusionadas a una sefal de
localizacién nuclear heterdloga. Consulte las Tablas 1-3 y los Ejemplos 6.1.1, 6.1.2.1y 6.1.2.2.

Las transposasas de Xenopus reconocen los transposones sintéticos de Xenopus. Estas escindieron el transposén
de una primera molécula de ADN, cortando el ADN en la secuencia diana en el extremo izquierdo de un extremo del
transposon y la secuencia diana en el extremo derecho del segundo extremo del transposon, volviendo a unir los
extremos cortados de la primera molécula de ADN para dejar una sola copia de la secuencia diana. La secuencia del
transposon escindida, incluido cualquier ADN heterdlogo que se encuentre entre los extremos del transposon, es
integrada por la transposasa en una secuencia diana de una segunda molécula de ADN, como el genoma de una
célula diana.

Estos extremos del transposén izquierdo y derecho de Xenopus comparten una secuencia repetida casi
perfectamente de 14 pb con orientacion invertida en los dos extremos: (5'- CCYTTTBMCTGCCA: SEQ ID NO: 19)
adyacente a la secuencia diana. Aqui y en otros lugares, cuando las repeticiones invertidas estan definidas por una
secuencia que incluye un nucleétido definido por un cddigo de ambigiiedad, la identidad de ese nucledtido puede
seleccionarse independientemente en las dos repeticiones. La conservacion casi perfecta de esta secuencia ITR de
14 pb en ambos extremos del transposén Xenopus nos permite identificarlo como el transposéon ITR. Los
transposones que comprenden un polinucleétido heterdlogo insertado entre dos extremos del transposén, cada uno
de los cuales comprende la SEQ ID NO: 19 en orientaciones invertidas en los dos extremos del transposén, y
flanqueados por una secuencia diana, pueden transponerse de una molécula de ADN a otra, mediante sus
correspondientes transposasas de Xenopus. Las transposasas de Xenopus de origen natural (SEQ ID NO: 48 y 49)
deben fusionarse con una sefal de localizaciéon nuclear heteréloga para efectuar esta transposicion.

Las versiones truncadas y modificadas de los extremos derecho e izquierdo del transposén de origen natural
funcionaran como parte de un transposén Xenopus sintético. Por ejemplo, como se muestra en el Ejemplo 6.1.2.2 y
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las Tablas 2 y 3, un extremo izquierdo del transposon que consta de una secuencia diana seguida de una secuencia
seleccionada de SEQ ID NO: 4-7, y un extremo derecho del transposén que consta de una secuencia seleccionada
de SEQ ID NO: 13-16 seguida de una secuencia diana contiene todas las secuencias necesarias para la
transposicién de ADN por una transposasa de Xenopus fusionada a una sefial de localizacion nuclear heterdloga.
Observamos que las diferencias de secuencia se toleran dentro de los extremos del transposén truncado ademas de
las redundancias observadas en las secuencias de ITR. Por ejemplo, la SEQ ID NO: 7 del extremo izquierdo del
transposon consta de la SEQ ID NO: 9 ademas de la ITR, mientras que la SEQ ID NO: 5 del extremo izquierdo del
transposon consta de la SEQ ID NO: 10 ademas de la ITR. De forma similar, la SEQ ID NO: 16 del extremo derecho
del transposon consta de la SEQ ID NO: 17 ademas de la ITR, mientras que la SEQ ID NO: 13 del extremo derecho
del transposén consta de la SEQ ID NO: 18 ademas de la ITR.

Un transposén de Xenopus puede comprender un polinucleétido heterdlogo flanqueado por dos extremos del
transposon, en el que un extremo del transposén comprende una secuencia que es al menos un 90 % idéntica o al
menos un 95 % idéntica o al menos un 99 % idéntica a la SEQ ID NO: 7 y un extremo del transposén comprende
una secuencia que es al menos 90 % idéntica o al menos 95 % idéntica o al menos 99 % idéntica a SEQ ID NO: 16.

Un transposén de Xenopus puede comprender un polinucleétido heterdlogo flanqueado por dos extremos del
transposon, en donde un extremo del transposén comprende al menos 14 o al menos 16 o al menos 18 o al menos
20 o al menos 25 bases contiguas de SEQ ID NO: 7 y un extremo del transposén comprende al menos 14, o al
menos 16, o al menos 18, o al menos 20 bases contiguas de SEQ ID NO: 16.

Un transposén de Xenopus puede comprender un polinucleétido heterdlogo flanqueado por dos extremos del
transposon en donde cada extremo del transposén comprende la secuencia 5'-CCYTTTBMCTGCCA-3 '(SEQ ID NO:
19) invertida en orientacion en los dos extremos del transposén. Un extremo de este transposén Xenopus puede
comprender ademas al menos 14, o al menos 16, o al menos 18, o al menos 20 bases contiguas de SEQ ID NO: 9y
el otro extremo puede comprender ademas al menos 14 o al menos 16 o al menos 18 o al menos 20 o al menos 25
bases contiguas de SEQ ID NO: 17.

Los transposones de Xenopus son transponibles mediante transposasas de Xenopus, por ejemplo, mediante al
menos un polipéptido seleccionado de SEQ ID NO: 48, 49 0 52-402 y fusionado a una sefial de localizacion nuclear
heterdloga. La operatividad de un transposon de Xenopus puede demostrarse mediante la capacidad de una
transposasa que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 61 fusionada a un NLS heterélogo para
transponer el transposon.

Se describen las células cuyos genomas contienen un transposén de Xenopus. La célula puede ser cualquier célula
eucariota.

5.2.3 Transposones similar a piggybac derivados de bombyx

Se identifico un transposén del genoma de Bombyx mori con los extremos funcionales del transposén contenidos en
la SEQ ID NO: 23 y la SEQ ID NO: 29. Una transposasa que puede reconocer y transponer un transposon que
comprende estos extremos del transposoén es la SEQ ID NO: 407. Las repeticiones terminales invertidas (ITR) en los
extremos del transposén natural que comprende las SEQ ID NO: 23 y 29 no estaban flanqueadas por la secuencia
diana canédnica 5'-TTAA-3 'normalmente observada para transposones con una identidad de secuencia significativa
con piggyBac de Trichoplusia ni; estos estaban flanqueados por secuencias 5'-TTAT-3' adyacentes a las ITR.

Aqui hemos identificado los extremos de los transposones, incluidos los ITR, que se pueden agregar a los extremos
de una secuencia de polinucledtidos heterdloga para efectuar la integracién eficiente del polinucleétido en el ADN
genomico mediante la accion de una transposasa de Bombyx. Se afiade una secuencia diana izquierda seguida de
una secuencia terminal del transposon izquierdo que comprende una secuencia seleccionada de piggyBac: 23-27 en
un lado de un polinucledtido heterdlogo. Se afiade al otro lado del polinucleédtido heterélogo una secuencia del
extremo derecho del transposén que comprende una secuencia seleccionada de piggyBac: 29-32, seguida de una
secuencia diana derecha. El polinucledtido resultante es un transposén de Bombyx sintético y se transpone
eficientemente mediante la transposasa SEQ ID NO: 407, esté o no fusionada a una sefal de localizacién nuclear
heterdloga. Consulte las Tablas 1y 2 y los Ejemplos 6.1.1 y 6.1.2.1.

Las transposasas de Bombyx reconocen los transposones de Bombyx sintéticos. Estas escindieron el transposoén de
una primera molécula de ADN, cortando el ADN en la secuencia diana en el extremo izquierdo de un extremo del
transposon y la secuencia diana en el extremo derecho del segundo extremo del transposoén, volviendo a unir los
extremos cortados de la primera molécula de ADN para dejar una sola copia de la secuencia diana. La secuencia del
transposon escindida, incluido cualquier ADN heterélogo que se encuentre entre los extremos del transposén, se
integra en una secuencia diana de una segunda molécula de ADN, como el genoma de una célula diana.

Los extremos del transposén de Bombyx izquierdo y derecho comparten una secuencia repetida de 16 pb en sus

extremos (5-CCCGGCGAGCATGAGG-3 @ SEQ ID NO: 33) invertidos en orientacion en los dos extremos
inmediatamente adyacentes a la secuencia diana. Es decir, el extremo izquierdo del transposén comienza con la
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secuencia 5-CCCGGCGAGCATGAGG-3' (SEQ ID NO: 33), y el extremo derecho del transposén con el
complemento inverso de esta secuencia: 5'-CCTCATGCTCGCCGGG-3' (SEQ ID NO: 34). La perfecta conservacion
de esta secuencia de 16 pb en ambos extremos del transposén nos permitié identificarlo como el transposén ITR.

La redundancia observada para el transposoén tipo piggy-Bac de Xenopus descrito en la Seccién 5.2.2 sugiere que
esta secuencia no es completamente inmutable, pero puede aceptar uno o dos o tres cambios de nucleétidos del
consenso (como se describe para SEQ ID NO: 19), que proporcionan ITR de Bombyx funcionales con una identidad
de secuencia del 93 %, 87 % u 81 % con la SEQ ID NO: 33 (o (SEQ ID NO: 34) respectivamente. Un transposon de
Bombyx puede comprender un polinucleétido heterélogo insertado entre un extremo izquierdo del transposon y
derecho, en donde cada extremo del transposén comprende una secuencia al menos 81 % idéntica o al menos 87 %
idéntica o al menos 93 % idéntica a la secuencia 5'-CCCGGCGAGCATGAGG-3 '(SEQ ID NO: 33) en un extremo,
una secuencia al menos 81 % idéntica o al menos 87 % idéntica o al menos 93 % idéntica a la secuencia 5'-
CCTCATGCTCGCCGGG-3' (SEQ ID NO: 34) en el otro extremo.

Las versiones truncadas y modificadas de los extremos derecho e izquierdo del transpos6n también funcionan como
parte de un transposon de Bombyx sintético. Por ejemplo, como se muestra en el Ejemplo 6.1.2.1 y la Tabla 2, una
secuencia diana seguida de un extremo izquierdo del transposén que comprende una secuencia seleccionada de
SEQ ID NO: 23-25, y un extremo derecho del transposén que comprende SEQ ID NO: 29 o 31, seguido de una
secuencia diana, contiene todas las secuencias necesarias para la transposicion de una transposasa de Bombyx.

Un transposén de Bombyx puede comprender un polinucleétido heterdlogo flanqueado por dos extremos del
transposon en donde un extremo del transposén comprende una secuencia que es al menos 90 % o al menos 95 %
idéntica o al menos 99 % idéntica a SEQ ID NO: 25 y un extremo del transposén que comprende una secuencia que
es al menos 90 % idéntica o al menos 95 % o al menos 99 % idéntica a SEQ ID NO: 31.

Un transposén de Bombyx puede comprender un polinucleétido heterélogo flanqueado por dos extremos del
transposon, en el que un extremo del transposén comprende al menos 14 o al menos 16 o al menos 18 o al menos
20 bases contiguas de la SEQ ID NO: 25 y un extremo del transposén que comprende al menos 14 o al menos 16 o
al menos 18 o al menos 20 bases contiguas de SEQ ID NO: 31.

Un transposén de Bombyx puede comprender un polinucleétido heterélogo flanqueado por dos extremos del
transposon en el que cada extremo del transposén comprende una secuencia que es al menos un 81 % idéntica o al
menos un 87 % idéntica o al menos un 93 % idéntica a la secuencia 5'-CCCGGCGAGCATGAGG-3 '(SEQ ID NO:
33) con orientacion invertida en los dos extremos del transposén. Un extremo de este transposén de Bombyx puede
comprender ademas al menos 14, o al menos 16, o al menos 18, o al menos 20 bases contiguas de SEQ ID NO: 27
y el otro extremo puede comprender ademas al menos 14 o al menos 16 o al menos 18 o al menos 20 bases
contiguas de SEQ ID NO: 32.

Los transposones de Bombyx son transponibles mediante transposasas de Bombyx, por ejemplo, mediante al
menos un polipéptido seleccionado de SEQ ID NO: 407 o 412-697, opcionalmente fusionado a una sefal de
localizacion nuclear heterdloga. La operatividad de un transposén de Bombyx puede demostrarse mediante la
capacidad de una transposasa que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 415 fusionada a una NLS
heteréloga para transponer el transposon.

Se describen las células cuyos genomas contienen un transposén de Bombyx. La célula puede ser cualquier célula
eucariota.

5.2.4 Secuencias diana de transposén modificadas

Habiendo observado que los transposones naturales de Bombyx y Xenopus estaban flanqueados por diferentes
secuencias diana (5'-TTAT-3' y 5'TTAA-3' respectivamente), intentamos modificar las secuencias diana de
transposones similares a piggyBac cambiando la secuencia adyacente al ITR. Se espera que esto cambie los
salientes 5' del transposoén extirpado (Mitra y otros, 2008. EMBO J. 27: 1097-1109 "piggyBac can bypass DNA
synthesis during cut and paste transposition"). Creamos un transposén piggyBac-TTAT uniendo una secuencia diana
5'-TTAT-3 'al extremo izquierdo del transposon piggyBac SEQ ID NO 37 y colocandolo en un lado de la construccion
indicadora SEQ ID NO 39, y uniendo el extremo derecho del transposoén piggyBac SEQ ID NO 38 seguido de la
secuencia diana 5'-TTAT-3' al otro lado. Observamos que in vivo en células de mamiferos, el transposén TTAT
piggyBac fue integrado por la transposasa piggyBac (SEQ ID NO. 698) para dar expresion de la proteina codificada
en el transposon a niveles comparables a los del transposén piggyBac de TTAA (ver Seccién 6.1.2 y comparar las
filas 24 y 26 de la Tabla 2).

Hicimos un cambio similar de la secuencia diana 5'-TTAA-3' a 5'-TTAT-3' para el transposén Xenopus. Nuevamente
observamos que in vivo en células de mamiferos, el transposon TTAT Xenopus fue integrado por una transposasa
Xenopus fusionada a una sefial de localizacién nuclear heteréloga, para dar expresion de la proteina codificada en el
transposén a niveles comparables a los del transposon TTAA Xenopus integrado por la misma transposasa
(consulte la Seccién 6.1.2 y compare las filas 14 y 22 de la Tabla 2). Por tanto, una transposasa de Xenopus es
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eficiente en la transposicién de transposones con diferentes secuencias diana, incluidas las secuencias diana 5'-
TTAT-3'y 5'-TTAA-3".

Finalmente, también hicimos el cambio inverso para el transposén de Bombyx, cambiando su secuencia diana a
TTAA. Observamos que in vivo en células de mamiferos, el transposén TTAA Bombyx fue integrado por una
transposasa de Bombyx, para dar expresion de la proteina codificada en el transposén a niveles comparables a los
del transposdn TTAT Bombyx integrado por la misma transposasa (ver Seccion 6.1. 2 y compare las filas 3y 11 de
la Tabla 2). Por tanto, una transposasa de Bombyx es eficiente en la transposicion de transposones con diferentes
secuencias diana, incluidas las secuencias diana 5'-TTAT-3'y 5'-TTAA-3".

En todos los casos de transposones similares a piggyBac que probamos (Trichoplusi ni, Bombyx y Xenopus), las
transposasas escindieron sus transposones precisamente del ADN en donde estaban presentes originalmente,
dejando una sola copia del 5'-TTAA-3' o secuencia diana 5'-TTAT-3' que estaba inicialmente presente adyacente a
cada uno de los ITR del transposén. La escision precisa de todos estos transposones por sus transposasas es
consistente con el mecanismo de cortar y pegar descrito para Trichoplusi ni piggyBac.

La transposasa de Bombyx SEQ ID NO. 407 comparte una identidad de secuencia del 36 % con la transposasa
piggyBac de Trichoplusia ni; las transposasas de Xenopus SEQ ID NO. 48 y 49 comparten solo el 23 % de identidad
de secuencia con la transposasa piggyBac de Trichoplusia ni; las transposasas de Xenopus SEQ ID NO: 48 y 49
comparten solo el 22 % de identidad de secuencia con la transposasa de Bombyx SEQ ID NO: 407. Las 3 de estas
transposasas son capaces de transponer eficientemente sus transposones cuando la secuencia diana en el
transposén se cambia entre 5'-TTAA-3' y 5-TTAT-3' o viceversa. Estos datos proporcionan evidencia de que la
secuencia diana para cualquier transposén similar a piggyBac se puede cambiar de 5'-TTAA-3' a 5-TTAT-3'
simplemente cambiando la secuencia diana que flanquea los ITR del transposoén. Se puede crear un transposén con
secuencias diana modificadas para transposasas activas con al menos un 23 % de identidad de secuencia con la
transposasa piggyBac de Trichoplusia ni (SEQ ID NO: 698), o un 22 % de identidad de secuencia con la transposasa
de Bombyx SEQ ID NO: 407, o0 22 % de identidad de secuencia con transposasas de Xenopus SEQ ID NO: 48 o 49,
segun se identificé mediante el uso del algoritmo TBLASTN, tomando extremos funcionales del transposén izquierdo
y derecho y cambiando las secuencias diana adyacentes a los ITR de 5-TTAA-3' a 5'- TTAT-3".

La integracion eficiente en las secuencias diana 5'-TTAT-3'/ 5'-ATAA-3' puede ser ventajosa, porque 5'-TTAT-3' es
un complemento inverso de 5'-ATAA-3' que es parte de la sefial candnica de poliA de mamifero 5-aATAAa-3'. Por
tanto, el sitio de insercion 5-TTAT-3' dirigido al transposon dirigido a TTAT se produce en casi todas las sefales
poliA. Las sefiales de poliA estan asociadas con regiones transcripcionalmente activas del cromosoma. Por tanto, es
probable que los transposones que se insertan en los sitios 5'-TTAT-3', incluidos los transposones Bombyx y los
transposones Xenopus y piggyBac modificados, produzcan niveles de expresion mas altos de los genes que portan
que los transposones que se insertan en los sitios 5'-TTAA-3'. Este efecto puede volverse mas pronunciado con el
tiempo, ya que las regiones transcripcionalmente activas de forma natural pueden ser mas resistentes a los efectos
silenciadores.

Otras secuencias diana usables para los transposones piggyBac 5'-CTAA-3', 5'-TTAG-3', 5'-ATAA-3', 5'-TCAA-3', 5'-
AGTT-3', 5'-ATTA-3', 5-GTTA-3', 5-TTGA-3', 5'-TTTA-3', 5-TTAC-3', 5'-ACTA-3', 5-AGGG-3', 5'-CTAG-3', 5'-GTAA-
3', 5'-AGGT-3', 5-ATCA -3', , 5'- CTCC-3', 5- TAAA-3', 5'-TCTC -3', 5'-TGAA -3', 5'- AAAT-3', 5'- AATC-3', 5-ACAA -
3', 5- ACAT-3', 5-ACTC -3', 5-AGTG -3', 5'-ATAG -3', 5'- CAAA-3', 5'-CACA -3', 5'-CATA -3', 5'-CCAG -3', 5'-CCCA -
3', 5'-CGTA -3', 5-CTGA -3', 5'- GTCC-3', 5'- TAAG-3', 5'-TCTA -3', 5'-TGAG -3', 5-TGTT -3', 5-TTCA -3', 5'- TTCT-
3'y 5'-TTTT -3' (Li y otros, 2013. Proc. Natl. Acad. Sci vol. 110, no. 6, E478-487). Esto sugiere que se puede crear
un transposon sintético similar a piggyBac mediante el uso de una repeticion de una de estas secuencias en lugar de
la secuencia diana natural 5'-TTAA-3' 0 5'-TTAT-3' que flanquea los ITR del transposén. Por ejemplo, un transposon
de Bombyx comprende una primera secuencia diana usable, secuencia ITR SEQ ID NO. : 33, un polinucleétido
heterdlogo, una segunda secuencia ITR SEQ ID NO: 33 invertida en orientaciéon con respecto a la primera, y una
segunda secuencia diana usable, donde la primera y la segunda secuencias diana usables son preferentemente las
mismas. Un transposén de Xenopus comprende una primera secuencia diana usable, secuencia ITR SEQ ID NO:
19, un polinucleétido heterdlogo, una segunda secuencia ITR SEQ ID NO. 19 invertida en orientacién con respecto a
la primera, y una segunda secuencia diana usable, donde la primera y las segundas secuencias diana usables son
preferentemente las mismas. Se describen las células cuyos genomas contienen transposones Xenopus o Bombyx.

5.2.5 Sistemas de seleccion para modificar transposasas similares a piggybac

Dos propiedades de las transposasas que son de particular interés para las modificaciones gendmicas son su
capacidad para integrar un polinucleétido en un genoma diana y su capacidad para escindir con precision un
polinucleétido de un genoma diana. Ambos pueden seleccionarse con un sistema adecuado.

Un sistema para seleccionar como el primer paso de transposicién, que es la escisién de un transposoén de un primer
polinucleétido, comprende los siguientes componentes: (i) un primer polinucleétido que codifica un primer marcador
de seleccion unido operativamente a secuencias que hacen que se exprese en un huésped de seleccién y (ii) un
primer transposén que comprende extremos del transposén reconocidos por la primera transposasa. El primer
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transposén esta presente e interrumpe la secuencia de codificaciéon del primer marcador de seleccién, de manera
que el primer marcador de seleccidon no esta activo. El primer transposdn se coloca en el primer marcador de
seleccion de manera que la escision precisa del primer transposén hace que se reconstituya el primer marcador de
selecciéon. Las células hospederas que contienen el primer polinucleétido, cromosémicamente o
extracromosémicamente, pueden usarse para detectar transposasas que pueden escindir el primer transposon.

Si el primer transposon comprende un segundo marcador de seleccion, operativamente ligado a secuencias que
hacen que el segundo marcador de seleccidon sea expresable en el huésped de seleccion, la transposicion del
segundo marcador de seleccion en el genoma de la célula huésped producira un genoma que comprende el primer y
segundo marcadores de seleccion activos. Por tanto, la célula crecera en condiciones selectivas para ambos
marcadores. El segundo marcador de seleccion, como el primer marcador de seleccién, puede ser un gen que
codifica un gen de resistencia a antibiéticos, o un marcador auxotréfico, o cualquier otro marcador de seleccion.

Si el primer transposén comprende un primer marcador de contraseleccién, operativamente ligado a secuencias que
hacen que el primer marcador de contraseleccion sea expresable en el huésped de seleccidn, la transposiciéon del
primer marcador de contraseleccion en el genoma de la célula huésped producira una célula con un primer marcador
de seleccién activo y un primer marcador de contraseleccién activo. Por lo tanto, la célula morira en condiciones
restrictivas para el primer marcador de contraseleccion.

Estos dos esquemas de seleccion se pueden combinar mediante el uso de un segundo marcador de seleccién que
también es un primer marcador de contraseleccién. Los ejemplos de tales marcadores incluyen genes marcadores
auxotréficos en las rutas sintéticas de uracilo o triptéfano. Estos genes pueden seleccionarse cultivando células en
ausencia del nutriente, en este caso uracilo o triptéfano, respectivamente. Los genes biosintéticos también pueden
actuar como marcadores de contraseleccion si permiten que una célula incorpore un andalogo téxico en lugar de un
precursor metabdlico genuino en sus moléculas. Los genes en la via biosintética del uracilo pueden convertir el
compuesto no téxico acido 5-fluoroorotico en 5-fluorouracilo téxico, por lo que el crecimiento de células con acido 5-
fluoroorético es restrictivo para una via funcional del uracilo. De manera similar, el acido 5-fluoroantranilico se
convierte mediante la ruta de sintesis de triptéfano en el téxico 5-fluorotriptéfano, por lo que el crecimiento de células
con acido 5-fluoroantranilico es restrictivo para una ruta funcional del triptéfano. Las células huésped que contienen
un primer polinucleétido que comprende un primer marcador de seleccién interrumpido por un transposén que
comprende un gen de uracilo o triptéfano, pueden usarse para cribar simultaneamente para transposasas
hiperactivas y deficientes en integracion. Por ejemplo, un polinucleétido expresable en la célula huésped que codifica
una primera transposasa o una primera biblioteca de transposasas, tal como una biblioteca de mutagénesis de
saturacion de sitio para una o mas posiciones de aminoacidos, se introduce en las células huésped que contienen el
primer polinucledtido. Estas células se dividen en dos grupos. El primer grupo se cultiva en condiciones que son
selectivas para el primer marcador de seleccion y restrictivas para el primer marcador de contraseleccion. A
continuacién, los genes que codifican las transposasas se aislan de las células huésped que adquirieron la
capacidad de crecer, y los genes de transposasas de este primer grupo de células pueden analizarse para identificar
cambios de aminoacidos que mejoran la actividad de escisién pero no la actividad de integracién. El segundo grupo
se cultiva en condiciones que son selectivas para el primer marcador de seleccion y para el segundo marcador de
seleccién. Los genes que codifican las transposasas se aislan luego de las células hospederas que adquirieron la
capacidad de crecer, y los genes de transposasas de este segundo grupo de células pueden analizarse para
identificar cambios de aminoacidos que mejoran la actividad de transposasas completas.

Estos sistemas de seleccidén pueden usarse para identificar transposasas con actividades modificadas mediante el
cribado de bibliotecas de transposasas variantes. Un tipo de biblioteca es un conjunto de polinucleétidos que
codifican todas las posibles sustituciones de aminoacidos en una primera posicion de aminoacido en la transposasa.
Una biblioteca de mutagénesis por saturacion de sitio en una sola posicién codifica veinte polipéptidos diferentes,
incluido uno que es la secuencia de transposasa natural. Para una transposasa que tiene 600 aminoacidos de
longitud, todas las posibles sustituciones de un solo aminoacido estan presentes en 600 de tales bibliotecas de
mutagénesis de saturacion de sitio, una para cada posicion. Estas bibliotecas se pueden probar mediante el uso de
un sistema de seleccién de transposasa para identificar sustituciones activas en cada posicién.

Las mutaciones favorables individuales se pueden combinar de diversas formas, por ejemplo, mediante "alternado
de ADN" o mediante los métodos descritos en Patente de EE. UU. 8,635,029 B2. Se puede obtener una transposasa
con actividad modificada, ya sea para la actividad en una nueva secuencia diana que incluye una secuencia diana
5'-TTAT-3', o una mayor actividad en una secuencia diana existente mediante el uso de variaciones del esquema de
seleccion descrito anteriormente con un transposon correspondiente.

La actividad de las transposasas también puede aumentar mediante la fusién de la sefal de localizacién nuclear
(NLS) en el extremo N, el extremo C, en ambos extremos N y C o en las regiones internas de la proteina
transposasa, siempre que se mantenga la actividad de la transposasa. Una sefal o secuencia de localizacion
nuclear (NLS) es una secuencia de aminoacidos que "marca" o facilita la interaccion de una proteina, ya sea directa
o indirectamente con proteinas de transporte nuclear para su importacién al nucleo celular. Las sefales de
localizacion nuclear (NLS) usadas pueden incluir, pero no se limitan a, secuencias de NLS consenso, secuencias de
NLS virales, secuencias de NLS celulares y combinaciones de las mismas.
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Las transposasas también pueden fusionarse con otros dominios funcionales de proteinas. Dichos dominios
funcionales de proteinas pueden incluir dominios de union a ADN, regiones de bisagra flexibles que pueden facilitar
una o mas fusiones de dominios y combinaciones de los mismos. Pueden realizarse fusiones en el extremo N-
terminal, el extremo C-terminal o en las regiones internas de la proteina transposasa siempre que se mantenga la
actividad transposasa. Los dominios de unién al ADN usados pueden incluir un dominio de hélice-giro-hélice, un
dominio de dedo de zinc, un dominio de zipper de leucina o un dominio de hélice-blucle-hélice. Los dominios de
unién a ADN especificos usados pueden incluir un dominio de unién a ADN de Gal4, un dominio de unién a ADN
LexA o un dominio de union a ADN Zif268. Las regiones de bisagra flexibles usadas pueden incluir enlazadores de
glicina/serina y variantes de los mismos.

Puede usarse un proceso comparable para aumentar la capacidad de transposicion de los extremos del transposén
mediante una transposasa. En este caso, el transposén puede comprender un primer marcador de seleccion activo.
Los extremos del transposén se pueden seleccionar de cualquier transposon similar a piggyBac. La secuencia de
uno o ambos extremos del transposén puede someterse a cambios de secuencia predeterminados o aleatorios, que
incluyen cambios en la secuencia diana, la ITR o en otras partes de los extremos del transposon. A continuacion, el
transposén puede introducirse en una primera célula que contiene un polinucleétido diana que comprende un
segundo marcador de seleccién activo y una transposasa activa. Si la transposasa puede transponer el transposoén,
alguna fraccién de los transposones se transpondra al polinucleétido diana. El polinucleétido diana se purifica de la
primera célula y se introduce en una segunda célula que se somete a condiciones restrictivas para las que requiere
el primer marcador de seleccion y el segundo marcador de seleccion para sobrevivir. El transposén puede
recuperarse, por ejemplo, secuenciando fuera del transposén para identificar la secuencia flanqueante y luego
amplificando el transposén mediante el uso de PCR. El proceso puede realizarse en grupos de variantes: un
transposén mas activo creara polinucleétidos diana que contienen ambos marcadores de seleccién con mayor
frecuencia y, por lo tanto, estara mas representado en la poblacion. En este proceso, el transposén puede estar
presente opcionalmente como una interrupcion reversible en un marcador de seleccion como se describe para la
pantalla de actividad de la transposasa. Sin embargo, esto no es necesario para la pantalla de actividad de
transposones, ya que los transposones transpuestos se detectan directamente.

5.2.6. Transposasas de xenopus modificadas

Sometimos la transposasa de Xenopus SEQ ID NO: 48 a mutagénesis de saturacién como se describe en el ejemplo
6.3.1.1, e identificamos 1793 (16,0 %) sustituciones de aminoacidos que estaban asociadas con una mayor actividad
de transposicién (una medida compuesta de integracion y escision) y 1074 (9,6 %) sustituciones de aminoacidos que
se asociaron con una mayor actividad de escision, de un total de 11.172 posibles sustituciones (19 posibles
sustituciones en cada uno de los 588 aminoacidos excluyendo la invariante metionina N-terminal). Las dos clases de
sustituciones tenian cierta superposicion, pero no eran idénticas ni una clase contenia completamente a la otra.
Estas sustituciones beneficiosas se muestran en las columnas C y D de la Tabla 4.

Se encontré que un numero similar de sustituciones eran esencialmente neutrales en cuanto al efecto sobre la
actividad de transposicion o escision: es decir, estaban presentes aproximadamente con la misma frecuencia en
bibliotecas no seleccionadas y posteriores a la seleccion. Por tanto, las transposasas de Xenopus aceptan
facilmente muchas sustituciones de aminoacidos sin detrimento funcional significativo.

Por tanto, se pueden crear transposasas de Xenopus que no son secuencias de origen natural (por ejemplo, no SEQ
ID NO: 48 o0 49), pero que son al menos 99 % idénticas, o al menos 98 % idénticas, o al menos 97 % idénticas, o al
menos al menos 96 % idénticas, o al menos 95 % idénticas, o al menos 90 % idénticas, o al menos 84 % idénticas a
SEQ ID NO.48. Dichas variantes pueden retener la actividad parcial de la transposasa de SEQ ID NO: 48 (segun lo
determinado por una o ambas actividades de transposicién y/o escision), pueden ser funcionalmente equivalentes a
la transposasa de SEQ ID NO: 48 en una o ambas de transposicion y escisién, o puede tener una actividad
mejorada con respecto a la transposasa de SEQ ID NO: 48 en transposicion, actividad de escision o ambas. Dichas
variantes pueden incluir mutaciones que se muestra en la presente descripcién para aumentar la transposicion y/o
escision, mutaciones que se muestra en la presente descripcidn como neutrales en cuanto a transposicion y/o
escision, y mutaciones perjudiciales para la transposicion y/o integracion o cualquier combinaciéon de tales
mutaciones. Las variantes preferidas incluyen mutaciones que se ha demostrado que son neutras o que mejoran la
transposicién y/o la escisiéon. Algunas de estas variantes carecen de mutaciones que se ha demostrado que son
perjudiciales para la transposicion y/o la escision. Algunas de estas variantes incluyen s6lo mutaciones que se ha
demostrado que potencian la transposicion, sélo mutaciones que se ha demostrado que potencian la escision, o
mutaciones que se ha demostrado que potencian tanto la transposicion como la escision.

Actividad mejorada significa actividad (por ejemplo, actividad de transposicion o escision) que es mayor mas alla del
error experimental que la de una transposasa de referencia de la que se derivo una variante. La actividad puede ser
mayor en un factor de, por ejemplo, 1,5, 2, 5, 10, 20, 50 o 100 veces la transposasa de referencia. La actividad
mejorada puede encontrarse dentro de un intervalo de, por ejemplo, 2-100 veces, 2-50 veces, 5-50 veces o 2-10
veces de la transposasa de referencia. Aqui y en otros lugares las actividades se pueden medir como se demuestra
en los ejemplos.
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Equivalencia funcional significa que una transposasa variante puede mediar en la transposicidon y/o escision del
mismo transposon con una eficiencia comparable (dentro del error experimental) a una transposasa de referencia.
Mas de 80 secuencias representativas de transposasas variantes de Xenopus con frecuencias de transposicion
comparables a la transposasa de Xenopus de origen natural SEQ ID NO. 48 son SEQ ID NO: 325-402.

Ademas, se pueden crear secuencias variantes de SEQ ID NO.48 combinando dos, tres o cuatro, o cinco o mas
sustituciones seleccionadas de la Tabla 4, columna C o D. Combinando sustituciones beneficiosas, por ejemplo, las
que se muestran en la columna C o D de la Tabla. 4 puede resultar en variantes hiperactivas de SEQ ID NO.48.
Dichas variantes pueden crearse en una biblioteca, por ejemplo, mediante mezcla de ADN, y luego identificarse
mediante seleccion mediante el uso de un esquema como se describe en la Seccion 5.2.5 o en el Ejemplo 6.3.1.
Alternativamente, los métodos descritos en Patente de EE. UU. 8,635,029 se puede usar para disefiar, sintetizar y
probar un pequefio nimero de variantes que incorporan sustituciones de aminoacidos para obtener transposasas
con actividades de integracion o escision mejoradas.

Se prepararon variantes de la transposasa de Xenopus que son hiperactivas para la integracion en células de
levadura y de mamifero como se describe en el Ejemplo 6.3.1.1. Identificamos al menos 25 transposasas de
Xenopus (SEQ ID NO: 52-76) con frecuencias de transposicion aproximadamente al menos 50 veces mayores que
las de la transposasa de Xenopus de origen natural SEQ ID NO: 48. Identificamos mas de 130 transposasas de
Xenopus (SEQ ID NO: 77-210) con frecuencias de transposicion entre aproximadamente 10 veces mayores y 50
veces mayores que las de la transposasa de Xenopus de origen natural SEQ ID NO: 48. Identificamos mas de 100
transposasas de Xenopus (SEQ ID NO: 211-324) con frecuencias de transposicion entre aproximadamente 2 veces
mayores y 10 veces mayores que las de la transposasa de Xenopus de origen natural SEQ ID NO: 48. Estas
transposasas comprendian una o mas de las sustituciones (relativas a SEQ ID NO: 48) enumeradas en la Tabla 4,
columnas C y D. Las transposasas hiperactivas preferidas de Xenopus comprendian una o mas de las sustituciones
(relativas a SEQ ID NO: 48) enumeradas en la Tabla 11 columna C. Las transposasas hiperactivas de Xenopus
preferidas incluyen polipéptidos que comprenden una de las SEQ ID NO: 52-402; algunas transposasas hiperactivas
pueden comprender ademas una secuencia de localizacion nuclear heteréloga.

Las transposasas hiperactivas de Xenopus preferidas comprenden una secuencia de aminoacidos, distinta de una
proteina de origen natural (por ejemplo, una transposasa cuya secuencia de aminoacidos comprende SEQ ID NO:
48 0 49), que es al menos 85 % idéntica o al menos 90 % idéntica o al menos 95 % idéntica, o al menos 99 %
idéntica a la secuencia de aminoacidos de cualquiera de las SEQ ID NO: 51-406, incluida la SEQ ID NO: 61.
Algunas transposasas hiperactivas preferidas comprenden una secuencia de aminoacidos, distinta de una proteina
natural, que es al menos un 85 % idéntica o al menos un 90 % idéntica o al menos un 95 % idéntica, o al menos un
99 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 61 y que comprende al menos una sustituciéon de
aminoacido (con respecto a SEQ ID NO: 48) que se muestra en la Tabla 4 columna C, Tabla 4 columna D o Tabla 11
columna C. Las transposasas hiperactivas preferidas de Xenopus incluyen polipéptidos que comprenden una
sustitucion de aminoacido en una posicion seleccionada entre los aminoacidos 6, 7, 16, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 26,
28, 31, 34, 67, 73, 76, 77, 88, 91, 141, 145, 146, 148, 150, 157, 162, 179, 182, 189, 192, 193, 196, 198, 200, 210,
212, 218, 248, 263, 270, 294, 297, 308, 310, 333, 336, 354, 357, 358, 359, 377, 423, 426, 428, 438, 447, 447, 450,
462, 469, 472, 498, 502, 517, 520, 523, 533, 534, 576, 577, 582, 583 o 587 (con respecto a SEQ ID NO: 48). Las
transposasas hiperactivas de Xenopus preferidas incluyen polipéptidos que comprenden una sustitucion de
aminoacido, con respecto a la SEQ ID NO: 48, seleccionados entre Y6C, S7G, M16S, S19G, S20Q, S20G, S20D,
E21D, E22Q, F23T, F23P, S24Y, S26V, S28Q, V31K, A34E, L67A, G73H, A76V, D77N, P88A, N91D, Y141Q,
Y141A, N145E, N145V, P146T, P146V, P146K, P148T, P148H, Y150G, Y150S, Y150C, L2C, H157Y, H157Y
T189G, L192H, S193N, S193K, V196l, S198G, T200W, L210H, F212N, N218E, A248N, L263M, Q270L, S294T,
T297M, S308R, L310R, L333M, D3H35, C435, L735H, L333F, D3 P426K, K428R, S438A, T447G, T447A, L450V,
A462H, A462Q, 1469V, 14721, Q498M, L502V, E5171, P520D, P520G, N523S, I533E, D534A, F576E, 1533E, D534A,
Y583F, L5871 o cualquier combinacion de los mismos que incluya al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o todas estas
mutaciones.

Se prepararon variantes de la transposasa de Xenopus que son activas para la escisidon pero deficientes en la
integracion en células de levadura y de mamifero como se describe en el Ejemplo 6.3.1.1. Las secuencias de
transposasa de Xenopus de integracién deficiente preferidas incluyen SEQ ID NO: 51 y 403-406; estas transposasas
de Xenopus deficientes en integracion pueden comprender ademas una secuencia de localizacion nuclear
heterdloga. Las transposasas de Xenopus de integracion deficiente preferidas comprenden una secuencia de
aminoacidos, distinta de una proteina de origen natural, que es 90 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO. 405. Algunas transposasas de integracion deficiente preferidas comprenden una secuencia de
aminoacidos, distinta de una proteina de origen natural, que comprende una sustitucion de aminoacido (con
respecto a SEQ ID NO.48) en la que el Asn en la posicién del aminoacido 218 se reemplaza con un residuo Glu o un
Asp (N218D o N218E).

Se describen métodos para crear células transgénicas mediante el uso de transposasas hiperactivas de Xenopus.

Un método para crear una célula transgénica comprende (i) introducir en una célula eucariota una transposasa
hiperactiva de Xenopus (como una proteina o como un polinucleétido que codifica la transposasa) y un transposén
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de Xenopus correspondiente; (ii) identificar una célula en la que se incorpora un transposén de Xenopus en el
genoma de la célula eucariota. La identificacion de la célula en la que se incorpora un transposén de Xenopus en el
genoma de la célula eucariota puede comprender seleccionar la célula eucariota para un marcador de seleccion
codificado en el transposén de Xenopus. El marcador de selecciéon puede ser cualquier polipéptido seleccionable,
incluido cualquiera de los descritos en la presente descripcion.

5.2.7. Transposasas de bombyx modificadas

Sometimos la transposasa de Bombyx SEQ ID NO.407 a mutagénesis de saturacion como se describe en el Ejemplo
6.3.1, e identificamos 1176 sustituciones de aminoacidos (10,1 %) que estaban asociadas con una mayor actividad
de transposicion y 1044 (9,0 %) sustituciones de aminoacidos que estaban asociadas con aumento de la actividad
de escision, de un total de 11.571 posibles sustituciones (19 posibles sustituciones en cada uno de los 609
aminoacidos excluyendo la invariante metionina N-terminal). Las dos clases de sustituciones tenian cierta
superposicion, pero no eran idénticas ni una clase contenia completamente a la otra. Estas sustituciones
beneficiosas se muestran en la Tabla 4, columnas G y H.

Se encontré que un ndmero similar de sustituciones eran esencialmente neutrales en cuanto a la actividad de
transposicion o escisién: es decir, estaban presentes aproximadamente con la misma frecuencia en bibliotecas no
seleccionadas y de post-seleccion. Por tanto, las transposasas de Bombyx aceptan facilmente muchas sustituciones
de aminoacidos sin detrimento funcional significativo.

Por tanto, se pueden crear transposasas que no son secuencias de origen natural, por ejemplo, no Bombyx
transposasa SEQ ID NO. 407, pero que son al menos 99 % idénticas, o al menos 98 % idénticas, o al menos 97 %
idénticas, o al menos 96 %. idéntica, o al menos 95 % idéntica, o al menos 90 % idéntica, o al menos 84 % idéntica
a SEQ ID NO. 407 (pero no comprenden SEQ ID NO: 407 per se).

Tales variantes pueden retener la actividad parcial de la transposasa de SEQ ID NO: 407 (transposicion y/o actividad
de escision), pueden ser funcionalmente equivalentes a la transposasa de SEQ ID NO: 407 en cualquiera o ambas
de transposicién y actividad de escision, o pueden tener actividad mejorada con respecto a la transposasa de SEQ
ID NO: 407 en transposicion, actividad de escisién o ambas. Dichas variantes pueden incluir mutaciones que se
muestra en la presente descripcién para aumentar la transposicion y/o escision, mutaciones que se muestra en la
presente descripcion como neutrales en cuanto a transposicion y/o escision, y mutaciones perjudiciales para la
transposicién y/o integracion o cualquier combinacion de tales mutaciones. Las variantes preferidas incluyen
mutaciones que se ha demostrado que son neutras o que potencian la transposicion y/o la escision. Algunas de
estas variantes carecen de mutaciones que se ha demostrado que son perjudiciales para la transposicién y/o la
escision. Algunas de estas variantes incluyen solo mutaciones que han demostrado mejorar la transposicion, solo
mutaciones que han demostrado mejorar la escisiébn o mutaciones que han demostrado mejorar tanto la
transposicién como la escision.

Actividad mejorada significa actividad que es mayor mas alla del error experimental de la de una transposasa de
referencia de la que se derivé una variante. La actividad puede ser mayor en un factor de, por ejemplo, 1,5, 2, 5, 10,
20, 50 o0 100 veces la transposasa de referencia. La actividad mejorada puede encontrarse dentro de un intervalo de,
por ejemplo, 2-100 veces, 2-50 veces, 5-50 veces o 2-10 veces de la transposasa de referencia. Aqui y en otros
lugares las actividades se pueden medir como se demuestra en los ejemplos.

Mas de 60 secuencias representativas de variantes de transposasas de Bombyx con frecuencias de transposicion
comparables a la transposasa de Bombyx de origen natural SEQ ID NO.407 son SEQ ID NO: 634-697.

Ademas, se pueden crear secuencias variantes de SEQ ID NO: 407 combinando dos, tres o cuatro, o cinco o mas
sustituciones que se muestran en la Tabla 4, columnas G y H. Combinando sustituciones beneficiosas, por ejemplo,
las que se muestran en la columna G o H de La Tabla 4 puede dar como resultado variantes hiperactivas de SEQ ID
NO: 407. Dichas variantes pueden crearse en una biblioteca, por ejemplo, mediante mezcla de ADN, y luego
identificarse mediante seleccion mediante el uso de un esquema como se describe en la Seccién 5.2.5 o en el
Ejemplo 6.3.1.

Las variantes de la transposasa de Bombyx que son hiperactivas para la integracion en células de levadura y de
mamifero se prepararon como se describe en el Ejemplo 6.3.2.1. Se obtuvieron muchas transposasas hiperactivas.
Identificamos al menos 20 transposasas de Bombyx (SEQ ID NO: 412-431) con frecuencias de transposicion
aproximadamente al menos 50 veces mayores que las de la transposasa de Bombyx de origen natural SEQ ID NO:
407. Identificamos méas de 90 transposasas de Bombyx (SEQ ID NO: 432-524) con frecuencias de transposicion
entre aproximadamente 10 veces mayores y 50 veces mayores que las de la transposasa de Bombyx de origen
natural SEQ ID NO: 407. Identificamos mas de 100 transposasas de Bombyx (SEQ ID NO: 525-633) con frecuencias
de transposicién entre aproximadamente 2 veces mayores y 10 veces mayores que las de la transposasa de
Bombyx de origen natural SEQ ID NO: 407. Estas transposasas comprendian una o mas de las sustituciones
(relativas a SEQ ID NO: 407) enumeradas en la Tabla 4, columnas G y H. Las transposasas de Bombyx hiperactivas
preferidas comprenden una o mas de las sustituciones (relativas a SEQ ID NO: 407) enumeradas en la Tabla 4
columnas G y H o columna H de la Tabla 11. Las transposasas de Bombyx hiperactivas preferidas incluyen
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polipéptidos que comprenden una de las SEQ ID NO: 412-524; estas transposasas hiperactivas pueden comprender
ademas una secuencia de localizacidon nuclear heterdloga. Las transposasas hiperactivas preferidas comprenden
una secuencia de aminoacidos, distinta de una proteina natural, que es al menos un 85 % idéntica o al menos un 90
% idéntica o al menos un 95 % idéntica, o al menos un 99 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
415. Las transposasas de Bombyx hiperactivas preferidas incluyen polipéptidos que comprenden una sustitucion de
aminoacido en una posicidon seleccionada entre 92, 93, 96, 97, 165, 178, 189, 196, 200, 201, 211, 215, 235, 238,
246, 253, 258, 261, 263, 271, 303, 321, 324, 330, 373, 389, 399, 402, 403, 404, 448, 473, 484, 507, 523, 527, 528,
543, 549, 550, 557, 601, 605, 607, 609 o 610 (con respecto a SEQ ID NO: 407). Las transposasas de Bombyx
hiperactivas preferidas incluyen polipéptidos que comprenden una sustitucién de aminoacido, con respecto a la SEQ
ID NO: 407, seleccionados de Q92A, V93L, VI3M, P96G, F97H, F97C, H165E, H165W, E178S, E178H, C189P,
A196G, L200I, A201 L211A, W215Y, G219S, Q235Y, Q235G, Q238L, K246l, K253V, M258V, F261L, S263K,
C271S, N303R, F321W, F321D, V324K, V324H, A330V, L372K, V38N, L937L D404S, D404M, N441R, G448W,
E449A, V469T, C473Q, R484K, T507C, G523A, 1527M, Y528K, Y543I, E549A, K550M, P557S, E601V, E605H,
E605W, S609H o cualquier combinacion de los mismos. Algunas combinaciones incluyen al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8, 9, 10 o todas estas mutaciones. Algunas transposasas hiperactivas preferidas comprenden una secuencia de
aminoacidos, distinta de una proteina natural, que es al menos un 85 % idéntica o al menos un 90 % idéntica o al
menos un 95 % idéntica, o al menos un 99 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 415 y que
comprende al menos una sustitucion de aminoacido (relativa a SEQ ID NO: 407) mostrada en la Tabla 4 columna F,
Tabla 4, G o Tabla 11 columna H.

Las variantes de la transposasa de Bombyx que son activas para la escision pero deficientes en la integracion en
células de levadura y de mamifero se prepararon como se describe en el Ejemplo 6.3.2.1. Las secuencias de
transposasa de integracion deficiente preferidas comprenden una de SEQ ID NO: 409-411; estas transposasas
deficientes en integracion pueden comprender ademas una secuencia de localizaciéon nuclear heterdloga. Las
transposasas de integracion deficiente preferidas comprenden una secuencia de aminoacidos, distinta de una
proteina de origen natural, que es al menos un 90 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 411.

Los métodos para crear células transgénicas mediante el uso de transposasas Bombyx hiperactivas se especifican
en las reivindicaciones. Un método para crear una célula transgénica comprende (i) introducir en una célula
eucariota una transposasa de Bombyx hiperactiva (como una proteina o como un polinucleétido que codifica la
transposasa) y un transposén de Bombyx correspondiente; (ii) identificar una célula en la que se incorpora un
transposon de Bombyx en el genoma de la célula eucariota. La identificacion de la célula en la que se incorpora un
transposén de Bombyx en el genoma de la célula eucariota puede comprender seleccionar la célula eucariota para
un marcador de seleccion codificado en el transposén de Bombyx. El marcador de seleccién puede ser cualquier
polipéptido seleccionable, incluido cualquiera de los descritos en la presente descripcion.

5.2.8 Sistemas de transferencia de genes

Los sistemas de transferencia de genes comprenden un polinucleétido que se transferira a una célula huésped. El
sistema de transferencia de genes puede comprender cualquiera de los transposones o transposasas descritos en la
presente descripcién, o puede comprender uno o mas polinucleétidos que tienen otras caracteristicas que facilitan la
transferencia de genes eficiente sin la necesidad de una transposasa o transposon.

Cuando hay multiples componentes de un sistema de transferencia de genes, por ejemplo el uno o mas
polinucleétidos que comprenden genes para la expresion en la célula diana y que opcionalmente comprenden
extremos del transposon, y una transposasa (que puede proporcionarse como una proteina o codificada por un
acido nucleico), estos componentes se pueden transfectar en una célula al mismo tiempo o secuencialmente. Por
ejemplo, una proteina transposasa o su acido nucleico codificante puede transfectarse en una célula antes,
simultdneamente con o después de la transfeccion de un transposon correspondiente. Ademas, la administracién de
al menos un componente del sistema de transferencia de genes puede ocurrir repetidamente, por ejemplo, mediante
la administracion de al menos dos dosis de este componente.

Las proteinas transposasa de Bombyx o Xenopus pueden estar codificadas por polinucleétidos que incluyen ARN o
ADN. Las moléculas de ARN preferibles incluyen aquellas con sustituciones apropiadas para reducir los efectos de
toxicidad en la célula, por ejemplo, sustitucién de uridina por pseudouridina y sustituciéon de citosina por 5-metil
citosina. De manera similar, el acido nucleico que codifica la proteina transposasa o el transposén de esta invencion
se puede transfectar en la célula como un fragmento lineal o como un fragmento circularizado, preferentemente
como un plasmido o como ADN viral recombinante.

Los componentes del sistema de transferencia de genes se pueden transfectar preferentemente en una o mas
células mediante técnicas como bombardeo de particulas, electroporacién, microinyeccion, combinacion de los
componentes con vesiculas que contienen lipidos, como vesiculas lipidicas catidnicas, reactivos de condensacién de
ADN (por ejemplo, fosfato calcico, polilisina o polietilenimina) e insertar los componentes (es decir, los acidos
nucleicos del mismo en un vector viral y poner en contacto el vector viral con la célula). Cuando se usa un vector
viral, el vector viral puede incluir cualquiera de una variedad de vectores virales conocidos en la técnica, que
incluyen los vectores virales seleccionados del grupo que consiste en un vector retroviral, un vector de adenovirus o
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un vector viral adenoasociado. El sistema de transferencia de genes puede formularse de una manera adecuada
como se conoce en la técnica, 0 como una composicion farmacéutica o kit.

5.2.9 Elementos de secuencia en sistemas de transferencia de genes

La expresién de genes a partir de un polinucleétido de transferencia de genes integrado en el genoma de una célula
huésped suele estar fuertemente influenciada por el entorno de cromatina en el que se integra. Los polinucleétidos
que se integran en la eucromatina tienen niveles de expresion mas altos que los que se integran en la
heterocromatina o que se silencian después de su integracion. El silenciamiento de un polinucleétido heterdlogo
puede reducirse si comprende un elemento de control de cromatina. Por tanto, es ventajoso que los sistemas de
transferencia de genes comprendan elementos de control de la cromatina tales como secuencias que eviten la
propagacion de la heterocromatina (aislantes). Por ejemplo, es ventajoso que un polinucleétido de transferencia de
genes que se integrara en un genoma del huésped comprenda una secuencia que sea al menos un 95 % idéntica a
una secuencia seleccionada entre las SEQ ID NO: 869-876 y SEQ ID NO: 866. Los polinucleétidos de transferencia
de genes ventajosos comprenden una secuencia aislante que es al menos un 95 % idéntica a una secuencia
seleccionada de una de las SEQ ID NO: 859-865, también pueden comprender elementos de apertura de cromatina
de accioén ubicua (UCOE) o elementos estabilizantes y antirrepresores (STAR), para aumentar la expresién estable a
largo plazo del polinucleétido de transferencia de genes integrado.

En algunos casos, es ventajoso que un polinucleétido de transferencia de genes comprenda dos aislantes, uno a
cada lado del polinucleétido heterdlogo que contiene las secuencias a expresar. Los aislantes pueden ser iguales o
pueden ser diferentes. Los polinucledtidos de transferencia de genes particularmente ventajosos comprenden una
secuencia que es al menos un 95 % idéntica a una secuencia seleccionada entre SEQ ID NO: 864 o SEQ ID NO:
865 y una secuencia que es al menos 95 % idéntica a una secuencia seleccionada de una de SEQ ID NO: 859-865.
Los aislantes también protegen los elementos de control de expresién entre si. Por ejemplo, cuando un
polinucleétido de transferencia de genes comprende genes que codifican dos marcos de lectura abiertos, cada uno
unido operativamente a un promotor diferente, un promotor puede reducir la expresion del otro en un fenémeno
conocido como interferencia transcripcional. La intercalacién de una secuencia aislante que es al menos un 95 %
idéntica a una secuencia seleccionada de una de las SEQ ID NO: 859-865 entre las dos unidades transcripcionales
puede reducir esta interferencia y aumentar la expresion de uno o ambos promotores.

En casos preferidos, un vector de transferencia de genes comprende elementos de expresién capaces de impulsar
altos niveles de expresion génica. En las células eucariotas, la expresién génica esta regulada por varias clases
diferentes de elementos, incluidos potenciadores, promotores, intrones, elementos de exportacién de ARN,
secuencias de poliadenilacion y terminadores transcripcionales.

Los polinucleétidos de transferencia de genes particularmente ventajosos para la transferencia de genes para
expresion en células de mamiferos comprenden un potenciador para los genes tempranos inmediatos 1, 2 y 3 del
citomegalovirus (CMV) de células humanas o murinas (por ejemplo, secuencias al menos 95 % idénticas a
cualquiera de SEQ ID NO: 877-889), un potenciador del potenciador de la proteina tardia principal adenoviral (por
ejemplo, secuencias al menos 95 % idénticas a SEQ ID NO: 890), o un potenciador de SV40 (por ejemplo
secuencias al menos 95% idénticas a SEQ ID NO: 891).

Los polinucleétidos de transferencia de genes particularmente ventajosos para la transferencia de genes para
expresion en células de mamiferos comprenden un promotor EFla de cualquier especie de mamifero o ave, incluidos
humanos, ratas, ratones, pollos y hamster chino (por ejemplo, secuencias al menos 95 % idénticas a cualquiera de
las SEQ ID NO: 892-910); un promotor de los genes tempranos inmediatos 1, 2 y 3 del citomegalovirus (CMV) de
células humanas o murinas (por ejemplo, secuencias al menos 95 % idénticas a cualquiera de SEQ ID NO: 911-
920); un promotor del factor de alargamiento eucariota 2 (EEF2) de cualquier especie de mamifero o ave, incluidos
humanos, ratas, ratones, pollos y hamsteres chinos (por ejemplo, secuencias idénticas al menos en un 95 % a
cualquiera de las SEQ ID NO: 921-928); un promotor GAPDH de cualquier especie de mamifero o levadura (por
ejemplo, secuencias al menos 95 % idénticas a cualquiera de las SEQ ID NO: 936 y 949-951), un promotor de actina
de cualquier especie de mamifero o ave, incluidos humanos, ratas, ratones, pollos y Hamster chino (por ejemplo,
secuencias idénticas al menos en un 95 % a cualquiera de SEQ ID NO: 929-935); un promotor PGK de cualquier
especie de mamifero o ave, incluidos humanos, ratas, ratones, pollos y hamsteres chinos (por ejemplo, secuencias
al menos 95 % idénticas a cualquiera de las SEQ ID NO: 937-940), o un promotor de ubiquitina (por ejemplo,
secuencias en al menos 95 % idéntico a SEQ ID NO: 941).

Los polinucledtidos de transferencia de genes particularmente ventajosos para la transferencia de genes para
expresion en células de mamiferos comprenden un intron de los genes tempranos inmediatos 1, 2 y 3 del
citomegalovirus (CMV) de células humanas o murinas (por ejemplo, secuencias al menos 95 % idénticas a
cualquiera de SEQ ID NO: 958-965), un intrén de EFla de cualquier especie de mamifero o ave, incluidos humanos,
ratas, ratones, pollos y hamsteres chinos, (por ejemplo, secuencias al menos 95 % idénticas a cualquiera de SEQ ID
NO: 970-976), un intron de EEF2 de cualquier especie de mamifero o ave, incluidos humanos, ratas, ratones, pollos
y hamsteres chinos (por ejemplo, secuencias idénticas al menos en un 95 % a cualquiera de las SEQ ID NO: 989-
996); un intrén de actina de cualquier especie de mamifero o ave, incluidos humanos, ratas, ratones, pollos y
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hamsteres chinos (por ejemplo, secuencias al menos 95 % idénticas a cualquiera de SEQ ID NO: 977-985), un intrén
GAPDH de cualquier mamifero o ave especies que incluyen humano, rata, ratén, pollo y hamster chino (por ejemplo,
secuencias idénticas al menos en un 95 % a cualquiera de las SEQ ID NO: 986 o 987); un intron que comprende el
potenciador de la proteina tardia principal adenoviral, por ejemplo, secuencias al menos 95 % idénticas a SEQ ID
NO: 988) o un intron hibrido / sintético (por ejemplo, secuencias al menos 95 % idénticas a cualquiera de SEQ ID
NO: 966-969).

Los polinucleétidos de transferencia de genes particularmente ventajosos comprenden combinaciones de
promotores e intrones en los que un promotor de un gen se combina con un intrén para un gen diferente, es decir, el
intron es heterdlogo del promotor. Por ejemplo, un promotor de CMV temprano inmediato de raton (por ejemplo,
SEQ ID NO: 916-920) o de ser humano (por ejemplo, SEQ ID NO: 912-915) es seguido ventajosamente por un intrén
de EFla (p. Ej., SEQ ID NO: 970 -976) o un intron de EEF2 (por ejemplo, SEQ ID NO: 989-996).

Los polinucleétidos de transferencia de genes particularmente ventajosos para la transferencia de genes para
expresion en células de mamiferos comprenden uno o mas de un potenciador de la expresién que mejora la
exportacion de ARN desde el nucleo, como el elemento regulador postranscripcional de la hepatitis de la marmota
(WPRE) o el regulador postranscripcional del virus de la hepatitis B elemento (HPRE) (por ejemplo, secuencias al
menos 95 % idénticas a cualquiera de SEQ ID NO: 867 o 868) y elementos tales como secuencias de regiéon de
unioén de andamio (SAR) (por ejemplo, secuencias al menos 95 % idénticas a cualquiera de SEQ ID NO: 869-876).
Estos elementos potenciadores de la expresién son particularmente ventajosos cuando se colocan en el 3 'de una
secuencia a expresar. Hemos determinado que las secuencias de SAR SEQ ID NO: 869-871 mejoran la expresion
de un marco de lectura abierto mas cuando estan dentro de la transcripcidon que cuando estan después de la sefnal
de poliadenilacion. Esto es inesperado, ya que el papel propuesto de los SAR es unir las secuencias de ADN
genomico al andamio nuclear. Las SEQ ID NO: 869-871 de SAR son particularmente beneficiosas para la expresion
de un polipéptido cuando se combinan con el elemento regulador postranscripcional HPRE de origen natural SEQ ID
NO: 868, por ejemplo, como en SEQ ID NO: 866. Son igualmente beneficiosos cuando se combinan con una
variante modificada del elemento regulador postranscripcional HPRE SEQ ID NO: 867, que hicimos mediante la
introduccion de un par de mutaciones coincidentes para eliminar un sitio de restriccion BfuAl sin alterar la estructura
de ARN tallo-bucle del elemento, por ejemplo, como en SEQ ID NO: 1100. Probamos los efectos potenciadores de la
expresion de SEQ ID NO: 1100, comparando la expresion de un gen que codifica DasherGFP de polinucleétidos que
comprendian SEQ ID NO: 866 o SEQ ID NO: 1100 o ninguin elemento potenciador de la expresion adicional entre el
gen DasherGFP y el secuencia poliA de globina de conejo. Los polinucledtidos se integraron en el genoma de las
células CHO y se midio la expresion de DasherGFP. Las SEQ ID NO: 866 y SEQ ID NO: 1100 produjeron niveles de
expresion de Dasher GFP que eran al menos 110 % o al menos 120 % o al menos 200 % o al menos 500 % de la
expresion conseguida sin ningun elemento. Los polinucledtidos de transferencia de genes ventajosos comprenden
una secuencia que es al menos 95 % idéntica o al menos 98 % idéntica o al menos 99 % idéntica o al menos 99,5 %
idéntica a SEQ ID NO: 866, o una secuencia que es SEQ ID NO: 866 o SEQ ID NO: 1100. Estos son particularmente
beneficiosos cuando se combinan ademas con una secuencia sefial de poliadenilacién fuerte, por ejemplo, la sefal
del gen de la beta globina de conejo, por ejemplo, como en SEQ ID NO: 1101-2. Los efectos de estos elementos
pueden mejorarse aun mas cuando se combinan con una secuencia aislante. Se proporcionan combinaciones
particularmente ventajosas como SEQ ID NO: 820-858. Un polinucledtido de transferencia de genes ventajoso
comprende una secuencia que es al menos un 90 % idéntica o al menos un 95 % idéntica o al menos un 99 %
idéntica a cualquiera de las SEQ ID NO: 820-858. Los polinucleétidos de transferencia de genes particularmente
ventajosos comprenden un transposén Xenopus o Bombyx que comprende una secuencia que es al menos 90 %
idéntica o al menos 95 % idéntica o al menos 99 % idéntica a una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 820-858.

Los polinucledtidos de transferencia de genes particularmente ventajosos para la transferencia de un primer y un
segundo gen para la coexpresién en células de mamiferos comprenden un promotor y opcionalmente un potenciador
e intrones unidos operativamente al primer gen, y un elemento de acoplamiento traduccional tal como un IRES que
enlaza operativamente la expresion de un segundo gen al primero. Los polinucleétidos de transferencia de genes
particularmente ventajosos comprenden una secuencia IRES seleccionada de SEQ ID NO: 1050-1094.

La expresion de dos genes a partir de un Unico polinucleétido también se puede lograr enlazando operativamente la
expresion de cada gen a un promotor separado, cada uno de los cuales puede opcionalmente enlazarse
operativamente a potenciadores e intrones como se describié anteriormente. A menudo es ventajoso colocar un
aislante genético como el nucleo HS4 o el nucleo D4Z4, entre los dos promotores, por ejemplo, después de la
secuencia de poliadenilacidon unida operativamente al gen que codifica el primer polipéptido y antes del promotor
unido operativamente al gen que codifica el segundo polipéptido. Vea el Ejemplo 6.2.1 y la Tabla 7, y compare la fila
12 con lafila 13, la fila 14 con la fila 15, la fila 16 con la fila 17, la fila 18 con la fila 19, la fila 20 con la fila 21 y la fila
22 con la fila 23. En cada caso, la expresion del primer polipéptido, el segundo polipéptido o0 ambos polipéptidos se
incremento por la presencia de una secuencia aislante intercalada entre los dos promotores.

Las combinaciones particularmente ventajosas de promotores para la expresién de dos polipéptidos incluyen
configuraciones en las que un polipéptido se expresa unido operativamente al promotor EF1a o al promotor CMV y
el segundo polipéptido se expresa unido operativamente al promotor CMV, el promotor GAPDH, el promotor EF1a o
el promotor CMV o el promotor de actina. Las combinaciones especificas de sefiales de poliadenilacion,
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terminadores, potenciadores, promotores, intrones, 5'UTR y secuencias aislantes que funcionan bien cuando se
colocan después de un gen que codifica un primer polipéptido y preceden a un gen que codifica un segundo
polipéptido (es decir, en un polinucledtido espaciador) incluyen SEQ ID NO: 998-1049. Los polinucledtidos de
transferencia de genes particularmente ventajosos para la transferencia de un primer y un segundo gen para la
coexpresién en células de mamiferos comprenden una secuencia al menos 90 % idéntica o al menos 95 % idéntica
o al menos 99 % idéntica a una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 998-1049.

5.2.10 Aumento de la expresién por seleccién

Pueden obtenerse altos niveles de expresién a partir de genes codificados en polinucleétidos de transferencia de
genes que estan integrados en regiones del genoma que son transcripcionalmente activas, o que estan integradas
en el genoma en multiples copias, 0 que estan presentes extracromosdmicamente en multiples copias.

La expresion de un primer polipéptido de expresion codificado en un polinucleétido de transferencia de genes (el
"polipéptido de expresion") puede aumentarse si el polinucleétido de transferencia de genes también comprende una
secuencia que codifica un polipéptido seleccionable. A menudo es ventajoso unir operativamente el gen que codifica
el polipéptido seleccionable a elementos de control de la expresién que dan como resultado niveles bajos de
expresion del polipéptido seleccionable del polinucledtido de transferencia de genes y/o usar condiciones que
proporcionen una selecciéon mas rigurosa. En estas condiciones, para que la célula de expresién produzca niveles
suficientes del polipéptido seleccionable codificado en el polinucledtido de transferencia de genes para sobrevivir a
las condiciones de seleccion, el polinucleétido de transferencia de genes debe estar presente en una ubicacion
favorable en el genoma de la célula para niveles altos de expresion, o debe estar presente un nudmero
suficientemente alto de copias del polinucleétido de transferencia de genes, de modo que estos factores compensen
los bajos niveles de expresion que se pueden lograr debido a los elementos de control de la expresion.

El polipéptido de expresién y el polipéptido seleccionable pueden incluirse en el mismo polinucleétido de
transferencia de genes, pero enlazados operativamente a diferentes promotores. En este caso, se pueden lograr
niveles bajos de expresion del marcador de seleccion mediante el uso de un promotor constitutivo débilmente activo
como el promotor de fosfoglicerocinasa (PGK) (por ejemplo, SEQ ID NO: 937-940), el promotor de timidina cinasa
del virus del herpes simple (HSV-TK) (por ejemplo, SEQ ID NO: 943), el promotor MC1 (por ejemplo, SEQ ID NO:
944), el promotor de ubiquitina (por ejemplo, SEQ ID NO: 941). Se pueden construir deliberadamente otros
promotores débilmente activos, por ejemplo, un promotor atenuado por truncamiento, como un promotor SV40
truncado (por ejemplo, SEQ ID NO: 945 0 946), un promotor HSV-TK truncado (por ejemplo, SEQ ID NO: 942), o un
promotor atenuado por la insercion de un 5'UTR desfavorable para la expresiéon entre un promotor y el gen que
codifica el polipéptido seleccionable, por ejemplo SEQ ID NO: 956 o 957. Los ejemplos de promotores atenuados
incluyen un promotor PGK atenuado (SEQ ID NO: 947) y un promotor HSV-TK atenuado (SEQ ID NO: 948). Los
polinucleétidos de transferencia de genes particularmente ventajosos comprenden una secuencia que es al menos
90 % idéntica o al menos 95 % idéntica o al menos 99 % idéntica a cualquiera de SEQ ID NO: 937-948,
operativamente enlazada a un gen que codifica un marcador de seleccion.

Los niveles de expresion de un marcador de seleccion también pueden reducirse ventajosamente mediante otros
mecanismos tales como la insercion del intron del antigeno t pequefio de SV40 después del gen del marcador de
seleccioén. El intron t pequefio de SV40 acepta sitios de empalme 5' aberrantes y puede conducir a eliminaciones
dentro del gen precedente en una fraccion de los ARNm empalmados, reduciendo asi la expresion del marcador de
seleccioén. Los polinucledtidos de transferencia de genes particularmente ventajosos comprenden el intrén SEQ ID
NO: 997, unido operativamente a un gen que codifica un marcador de seleccion. Para que este mecanismo de
atenuacion sea eficiente, es preferible que el gen que codifica el marcador de seleccion comprenda un donante de
intron fuerte dentro de su region codificante. La glutamina sintasa SEQ ID NO: 703 puede estar codificada por la
secuencia SEQ ID NO: 704 que comprende un donante de intron fuerte. La puromicina acetiltransferasa SEQ ID NO:
715 puede estar codificada por la secuencia SEQ ID NO: 716 que comprende un donante de intron fuerte. Los
polinucledtidos de transferencia de genes particularmente ventajosos comprenden una secuencia al menos 90 %
idéntica o al menos 95 % idéntica o al menos 99 % idéntica a cualquiera de SEQ ID NO: 704 o SEQ ID NO: 716, y
SEQ ID NO: 997.

Los niveles de expresion de un marcador de selecciéon también pueden reducirse ventajosamente mediante otros
mecanismos tales como la insercion de un 5'-UTR inhibidor dentro del transcrito, por ejemplo, SEQ ID NO: 956 o
957. Los polinucledtidos de transferencia de genes particularmente ventajosos comprenden un promotor unido
operativamente a un gen que codifica un marcador de seleccion, en el que se intercala una secuencia que es al
menos 90 % idéntica o al menos 95 % idéntica o al menos 99 % idéntica a SEQ ID NO: 956 o 957, entre el promotor
y el marcador de seleccion.

La Tabla 13 muestra la transposicion de transposones que comprenden un marcador de seleccién de puromicina
unido operativamente a un promotor PGK relativamente fuerte SEQ ID NO: 937; Tabla 13 filas 2-4), o a un promotor
HSV-TK mas débil (SEQ ID NO: 942; Tabla 13 filas 5-9). La expresion de los transposones en los que la puromicina
acetil transferasa estaba unida operativamente al promotor mas débil fue sustancialmente mayor que la de los
transposones en los que la puromicina acetil transferasa estaba unida operativamente al promotor mas fuerte. Sin
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embargo, esta alta expresion requirié cotransfeccion del transposon con una transposasa. Al unir operativamente el
marcador de selecciéon a elementos que dan como resultado una expresion débil, se seleccionan células que
incorporan multiples copias del transposon o en las que el transposon esta integrado en una ubicacién genémica
favorable para una alta expresion. El uso de un sistema de transferencia de genes que comprende un transposoén y
una transposasa correspondiente, en particular un transposén Xenopus y una transposasa Xenopus hiperactiva o un
transposon de Bombyx y una transposasa de Bombyx hiperactiva aumenta la probabilidad de que se produzcan
células con multiples copias del transposén, o en las que el transposon esta integrado en una ubicacion gendémica
favorable para una alta expresion, como se muestra en los Ejemplos 6.3.1.2 y 6.3.2.2. Los sistemas de transferencia
de genes que comprenden un transposén y una transposasa correspondiente son por tanto particularmente
ventajosos cuando el transposén comprende un marcador de seleccidon unido operativamente a promotores débiles,
y cuando la transposasa es una transposasa hiperactiva. Los transposones particularmente ventajosos comprenden
marcadores de seleccion unidos operativamente a un promotor con al menos 90 % de identidad o al menos 95 % de
identidad o al menos 99 % de identidad a una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 942-948. Los polinucleotidos
de transferencia de genes particularmente ventajosos comprenden secuencias con al menos un 90 % de identidad o
al menos un 95 % de identidad o al menos un 99 % de identidad con una secuencia seleccionada de SEQ ID NO:
719-749.

Otra forma de seleccionar altos niveles de expresion de un primer polipéptido de expresidon es acoplar
traduccionalmente el gen que codifica un marcador de seleccion y el primer polipéptido de expresion usando un
IRES. Preferentemente, el IRES da como resultado una expresion mucho mas alta del primer polipéptido de
expresion que el marcador de seleccién. Muchas actividades IRES nuevas se muestran en la Tabla 9 y se describen
en el Ejemplo 6.4.1. En estos ejemplos, el primer polipéptido de expresion es una proteina verde fluorescente y el
polipéptido seleccionable es una proteina roja fluorescente. Cada tabla también muestra el nivel de expresion del
primer polipéptido de expresién en una construccion que carece del IRES y del gen del polipéptido seleccionable.
Los elementos IRES particularmente deseables son aquellos que tienen una alta relaciéon de expresion entre el
primer polipéptido de expresion y el polipéptido seleccionable, y que también tienen niveles de expresién del primer
polipéptido de expresion que estan cerca de los niveles de expresién obtenidos en ausencia del IRES y un gen para
el polipéptido seleccionable. En la Tabla 9, se puede ver que IRES SEQ ID NO: 1089, 1078, 1080, 1086, 1076,
1075, 1081, 1077, 1088, 1079, 1091, 1066, 1094, 1093, 1072, 1068, 1071 tienen niveles de expresién del primer
polipéptido de expresién que son al menos el 50 % de los niveles de expresion obtenidos en ausencia del IRES y un
segundo marco de lectura abierto en células CHO, e IRES SEQ ID NO: 1084, 1079, 1073, 1085, 1082, 1074, 1080,
1066 tienen niveles de expresion del primer polipéptido de expresion que son al menos el 50 % de los niveles de
expresion obtenidos en ausencia del IRES y un segundo marco de lectura abierto en células HEK. IRES SEQ ID NO:
1091, 1070, 1069, 1090, 1094, 1077, 1067, 1089, 1068, 1078, 1066, 1072, 1093, 1092, 1079, 1080, 1081, 1052,
1074, 1085, 1076, 1088, 1075 y 1086 todos expresan el segundo ORF al 15 % o menos que el nivel del primer ORF
en las células CHO. IRES SEQ ID NO: 1091, 1067, 1094, 1070, 1089, 1092, 1090, 1069, 1078, 1074, 1077, 1085,
1084, 1053, 1096 y 1073 todos expresan el segundo ORF al 20 % o menos que el nivel del primer ORF en células
HEK.

Por lo tanto, estos elementos IRES son particularmente ventajosos, cuando se usan para unir la expresion de un
primer polipéptido de expresion a la expresién de un gen que codifica un marcador de seleccién en un polinucleétido
de transferencia de genes, donde el polinucledtido de transferencia de genes comprende un gen que codifica un
primer polipéptido de expresion en el lado 5' del IRES y un gen que codifica un marcador de seleccién en el lado 3'
del IRES. Los polinucledtidos de transferencia de genes particularmente ventajosos comprenden marcadores de
seleccién unidos operativamente a un IRES seleccionado de SEQ ID NO: 1052, 1053, 1066, 1068, 1072, 1073,
1074, 1075, 1076, 1077, 1078, 1079, 1080, 1081, 1084, 1085, 1086, 1088, 1089, 1090, 1091, 1093 o 1094.

Los polipéptidos seleccionables comunes confieren resistencia de las células eucariotas a antibidticos como la
neomicina (resistencia conferida por una aminoglucésido 3'-fosfotransferasa, por ejemplo, SEQ ID NO: 709-712),
puromicina (resistencia conferida por puromicina acetiltransferasa, por ejemplo, SEQ ID NO: 713-716), blasticidina
(resistencia conferida por una blasticidina acetiltransferasa y una blasticidina desaminasa), higromicina B (resistencia
conferida por higromicina B fosfotransferasa, por ejemplo, SEQ ID NO: 717-718 y zeocina (resistencia conferida por
la proteina de unién, por ejemplo, SEQ ID NO: 702). Otros polipéptidos seleccionables incluyen aquellos que son
fluorescentes (tales como GFP, RFP, etc.) y, por lo tanto, pueden seleccionarse, por ejemplo, usando citometria de
flujo. Otros polipéptidos seleccionables incluyen proteinas transmembrana que pueden unirse a una segunda
molécula (proteina o molécula pequefia) que puede marcarse con fluorescencia de modo que la presencia de la
proteina transmembrana puede seleccionarse, por ejemplo, mediante el uso de citometria de flujo.

Por ejemplo, la glutamina sintasa (GS, por ejemplo las SEQ ID NO: 703 y 705) se usa como marcador de seleccion
que permite la seleccion mediante el metabolismo de la glutamina. La glutamina sintasa es la enzima responsable
de la biosintesis de glutamina a partir del glutamato y el amoniaco, y es un componente crucial de la Unica via de
formacion de glutamina en una célula de mamifero. En ausencia de glutamina en el medio de crecimiento, la enzima
GS es esencial para la sobrevivencia de las células de mamiferos en cultivo. Algunas lineas celulares, por ejemplo
las células de mieloma de ratén, no expresan suficiente enzima GS para sobrevivir sin adicion de glutamina. En
estas células, un gen de GS transfectado puede funcionar como un marcador de seleccion al permitir el crecimiento
en un medio libre de glutamina. En otras lineas celulares, por ejemplo, las células de ovario de hamster chino (CHO)
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expresan suficiente GS para sobrevivir sin glutamina afiadida de forma exdgena. Estas lineas celulares pueden
manipularse mediante técnicas de edicion del genoma que incluyen CRISPR/Cas9 para reducir o eliminar la
actividad de la enzima GS. En todos estos casos, los inhibidores de GS como la metionina sulfoximina (MSX) se
pueden usar para inhibir la actividad de GS enddgena de una célula. Los protocolos de seleccion incluyen introducir
una construccion que comprende secuencias que codifican un primer polipéptido y un marcador de seleccién de
glutamina sintasa, y luego tratar la célula con inhibidores de glutamina sintasa como metionina sulfoximina. Mientras
mas altos sean los niveles de metionina sulfoximina que se usan, mayor sera el nivel de expresién de glutamina
sintasa que se requiere para permitir que la célula sintetice suficiente glutamina para sobrevivir. Algunas de estas
células también mostraran una expresion aumentada del primer polipéptido.

Preferentemente, el gen GS esta operativamente ligado a un promotor débil u otros elementos de secuencia que
atenudan la expresidon como se describe en la presente descripcidon, de modo que los altos niveles de expresion solo
pueden ocurrir si estan presentes muchas copias del polinucledtido de transferencia de genes, o si estan integradas
en una posicion en el genoma donde ocurren altos niveles de expresion.

Un segundo sistema para aumentar la expresion por seleccidon usa la enzima dihidrofolato reductasa (DHFR, por
ejemplo SEQ ID NO: 707 o 708) que se requiere para catalizar la reduccion de 5,6-dihidrofolato (DHF) a 5,6,7,8-
tetrahidrofolato (THF) y se usa como marcador de seleccién. Algunas lineas celulares no expresan suficiente DHFR
para sobrevivir sin THF afadido. En estas células, un gen de DHFR transfectado puede funcionar como un marcador
de seleccion al permitir el crecimiento en un medio libre de THF. Pueden producirse lineas celulares deficientes en
DHFR, por ejemplo, células de ovario de hamster chino (CHO) mediante técnicas de edicién del genoma que
incluyen CRISPR/Cas9 para reducir o eliminar la actividad de la enzima DHRF enddgena. La DHFR confiere
resistencia al metotrexato (MTX). La DHFR puede inhibirse por niveles mas altos de metotrexato. Los protocolos de
seleccion incluyen introducir una construccion que comprende secuencias que codifican un primer polipéptido y un
marcador de seleccion de DHFR en una célula con o sin un gen de DHFR enddgeno, y luego tratar la célula con
inhibidores de DHFR tales como metotrexato. Mientras mas altos sean los niveles de metotrexato que se usan,
mayor sera el nivel de expresion de DHFR que se requiere para permitir que la célula sintetice suficiente DHFR para
sobrevivir. Algunas de estas células también mostraran una expresion aumentada del primer polipéptido.
Preferentemente, el gen DHFR esta operativamente ligado a un promotor débil u otros elementos de secuencia que
atenuan la expresion como se describié anteriormente, de modo que los altos niveles de expresion solo pueden
ocurrir si estan presentes muchas copias del polinucleétido de transferencia de genes, o si estan integradas en una
posicion en el genoma donde ocurren altos niveles de expresion.

La combinacion de marcador de seleccion y sus elementos de control unidos operativamente afectan profundamente
la expresion que se puede obtener a partir de un polinucleétido de transferencia de genes. Los polinucledtidos de
transferencia de genes particularmente ventajosos comprenden una secuencia que es al menos 90 % idéntica o al
menos 95 % idéntica o al menos 99 % idéntica a una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 719-749.
Preferentemente, estas secuencias estan flanqueadas por un par de extremos del transposon.

Como se muestra en la Tabla 15 y se describe en el Ejemplo 6.3.2.2, la combinacién de marcador de seleccién y sus
elementos de control enlazados operativamente afectan profundamente la expresion que puede obtenerse de un
segundo promotor en un polinucleétido de transferencia de genes. Estos efectos también estan influenciados por la
presencia de secuencias aislantes en el polinucledtido de transferencia de genes. Los polinucleétidos de
transferencia de genes particularmente ventajosos comprenden una secuencia que es al menos 90 % idéntica o al
menos 95 % idéntica o al menos 99 % idéntica a una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 751-819. Los
polinucleétidos de transferencia de genes particularmente ventajosos comprenden un transposén Xenopus o
Bombyx que comprende una secuencia que es al menos 90 % idéntica o al menos 95 % idéntica o al menos 99 %
idéntica a una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 751-819.

El uso de transposones y transposasas junto con tales marcadores de seleccion que se requieren para el
metabolismo celular normal tiene varias ventajas sobre las construcciones sin transposones. Una es que el enlace
entre la expresion del primer polipéptido y el marcador de seleccion es mejor para los transposones, porque una
transposasa integrara la secuencia completa que se encuentra entre los dos extremos del transposén en el genoma.
Por el contrario, cuando se introduce ADN heterélogo en el nucleo de una célula eucariota, por ejemplo, una célula
de mamifero, se rompe gradualmente en fragmentos aleatorios que pueden integrarse en el genoma de la célula o
degradarse. Por tanto, si una construccion que comprende secuencias que codifican un primer polipéptido y un
marcador de seleccion requerido para el metabolismo celular normal se introduce en una poblacién de células,
algunas células integraran las secuencias que codifican el marcador de seleccion pero no las que codifican el primer
polipéptido y viceversa. La seleccion de células que expresan altos niveles de marcador de seleccién esta, por tanto,
solo algo correlacionada con células que también expresan altos niveles del primer polipéptido. Por el contrario,
debido a que la transposasa integra todas las secuencias entre los extremos del transposoén, es muy probable que
las células que expresan altos niveles de marcador de seleccion también expresen altos niveles del primer
polipéptido.

Una segunda ventaja de los transposones y transposasas es que son mucho mas eficientes en la integracién de
secuencias de ADN en el genoma. Por tanto, es probable que una fraccion mucho mayor de la poblacién celular
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recibba una o mas copias de la construccion en sus genomas, por lo que habra una probabilidad
correspondientemente mayor de una buena expresién estable tanto del marcador de seleccién como del primer
polipéptido.

Por tanto, puede usarse un transposon que comprende una secuencia que codifica un primer polipéptido y un
marcador de seleccién que puede ser inhibido por un inhibidor de molécula pequeio para obtener células que
expresan niveles elevados del primer polipéptido. EI primer polipéptido puede ser parte de un anticuerpo. Los
marcadores de seleccion preferidos son la glutamina sintasa y la DHFR.

Puede seleccionarse un mayor numero de transposones integrados mediante el uso de marcadores de seleccién
requeridos para el metabolismo celular normal como DHFR o glutamina sintasa.

5.3 Kits

La presente descripcidon también presenta kits que comprenden una transposasa de Bombyx como una proteina o
codificada por un &cido nucleico y/o un transposén de Bombyx; o un sistema de transferencia de genes como se
describe en la presente descripcién que comprende una transposasa de Bombyx como una proteina o codificada por
un acido nucleico como se describe en la presente descripcion, en combinacidn con un transposén de Bombyx;
opcionalmente junto con un portador, adyuvante o vehiculo farmacéuticamente aceptable, y opcionalmente con
instrucciones de uso. Cualquiera de los componentes del kit puede administrarse y/o transfectarse en células en un
orden posterior o en paralelo, por ejemplo una proteina transposasa de Bombyx o su acido nucleico codificante se
puede administrar y/o transfectar en una célula como se definid6 anteriormente antes, simultaneamente con o
después de la administracion y/o transfeccion de un transposén de Bombyx. Alternativamente, un transposén de
Bombyx se puede transfectar en una célula como se definié anteriormente antes, simultdneamente con o después
de la transfeccion de una proteina transposasa de Bombyx o su acido nucleico codificante. Si se transfecta en
paralelo, preferentemente ambos componentes se proporcionan en una formulaciéon separada y/o se mezclan entre
si directamente antes del suministro para evitar la transposicion antes de la transfeccion. Ademas, el suministro y/o
transfeccion de al menos un componente del kit puede ocurrir en un modo escalonado en el tiempo, por ejemplo,
suministrando multiples dosis de este componente.

Ademas, la presente descripcidn también presenta kits que comprenden una transposasa de Xenopus como una
proteina o codificada por un acido nucleico y/o un transposén de Xenopus; o un sistema de transferencia de genes
como se describe en la presente descripcién que comprende una transposasa de Xenopus como una proteina o
codificada por un acido nucleico como se describe en la presente descripcidon, en combinacién con un transposon de
Xenopus; opcionalmente junto con un portador, adyuvante o vehiculo farmacéuticamente aceptable, y
opcionalmente con instrucciones de uso. Cualquiera de los componentes del kit puede administrarse y/o
transfectarse en células en un orden posterior o en paralelo, por ejemplo una proteina transposasa de Xenopus o su
acido nucleico codificante puede administrarse y/o transfectarse en una célula como se definié anteriormente antes,
simultaneamente con o después de la administracion y/o transfeccion de un transposon de Xenopus.
Alternativamente, un transposén de Xenopus se puede transfectar en una célula como se definié anteriormente
antes, simultaneamente con o después de la transfeccién de una proteina transposasa de Xenopus o su acido
nucleico codificante. Si se transfecta en paralelo, preferentemente ambos componentes se proporcionan en una
formulacion separada y/o se mezclan entre si directamente antes de la administracion para evitar la transposicion
antes de la transfeccion. Ademas, el suministro y/o transfeccion de al menos un componente del kit puede ocurrir en
un modo escalonado en el tiempo, por ejemplo, suministrando multiples dosis de este componente.

6. Ejemplos

Los siguientes ejemplos ilustran los métodos, composiciones y kits descritos en la presente descripcion y no deben
interpretarse como limitantes de ninguna manera. Varios equivalentes resultaran evidentes a partir de los siguientes
ejemplos.

6.1 Transposasas
6.1.1 Transposasas derivadas de xenopus 'y bombyx

Unir un par de extremos del transposon en los extremos de un polinucleétido heterélogo puede crear un transposon
sintético que puede integrarse en un genoma diana mediante una transposasa. La Tabla 1 muestra las
configuraciones de 4 transposones sintéticos diferentes creados al unir el extremo del transposén cuya SEQ ID NO.
se da en la columna A a un lado de la construccion indicadora de SEQ ID NO: 39, uniendo el extremo del transposén
cuya SEQ ID NO se da en la columna B al otro lado de la construccion indicadora y flanqueando ambos por la
secuencia diana dada en la columna C. Estos transposones luego se transfectaron en células CHO-K1 junto con
genes que codifican transposasas cuya SEQ ID NO se muestra en la columna F, operativamente enlazada a la del
promotor de CMV. La cantidad de cada ADN en cada transfeccion se muestra en las columnas E (transposén) y H
(transposasa) de la Tabla 1.
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Se transfectaron células CHO-K1 y se seleccionaron con puromicina como se describe en la Seccién 4.2.1. La
fluorescencia se midid a ExX/Em de 488/518 nm, y es una medida de expresiéon del ORF que codifica el indicador
fluorescente a partir de transposones integrados de manera estable, la fluorescencia de 3 transfecciones
independientes se muestra en la Tabla 1, columnas JL.

Las filas 3, 5, 10 y 15 de la Tabla 1 muestran los resultados de tres transposones diferentes transfectados en células
CHO sin ninguna transposasa cotransfectada. En cada caso, hubo pocas o ninguna célula viva que sobrevivio a la
seleccién con puromicina (columna 1), y ninguna fluorescencia de Dasher GFP (columnas J, Ky L), lo que indica que
los transposones no se habian integrado o no se habian integrado en un forma que permitié la expresion posterior
de los genes codificados en los transposones.

La Tabla 1, filas 3 y 4, compara la fluorescencia obtenida de un transposén con extremos tomados del transposén
piggyBac de la oruga de la col Trichoplusia ni (SEQ ID NO: 35 y 36), ya sea transfectado solo (fila 3) o
cotransfectado con un plasmido que lleva un gen que codifica la transposasa piggyBac hiperactiva (SEQ ID NO698)
unida operativamente al promotor de CMV (fila 4). La cotransfeccion con el gen de la transposasa aumenté la
viabilidad celular para dar un 100 % de confluencia y la sefal fluorescente aument6 desde el fondo a -660 unidades.

La Tabla 1 filas 5-14 compara la fluorescencia obtenida de un transposén con extremos SEQ ID NO: 1y 11, ya sea
transfectado solo (fila 5) o cotransfectado con un gen que codifica la transposasa de Xenopus SEQ ID NO: 49 solo
(fila 7) o fusionado a una sefial de localizacion nuclear heterdéloga (fila 6), o cotransfectado con un gen que codifica
la transposasa de Xenopus SEQ ID NO: 48 solo (fila 9) o fusionado a una sefal de localizacion nuclear heterdloga
(fila 8); o un transposodn con extremos SEQ ID NO: 3 y 12, ya sea transfectado solo (fila 10) o cotransfectado con un
gen que codifica la transposasa de Xenopus SEQ ID NO: 49 solo (fila 12) o fusionado a una sefial de localizacion
nuclear heterdloga (fila 11), o cotransfectado con un gen que codifica la transposasa de Xenopus SEQ ID NO: 48
solo (fila 14) o fusionado a una sefial de localizacion nuclear heterdloga (fila 13). La cotransfeccién con transposasa
fusionada a una sefal de localizaciéon nuclear aumenté la viabilidad celular para dar un 100 % de confluencia y la
sefal fluorescente aumenté desde el fondo a -1000 unidades. En ausencia de la senal de localizaciéon nuclear, las
células viables y los niveles de expresion eran inferiores al 10 % de los valores obtenidos con las transposasas
fusionadas a sefiales de localizacion nuclear heterélogas. Por tanto, se requieren sefiales de localizacién nuclear
heterdlogas para las transposasas de Xenopus de origen natural (por ejemplo, SEQ ID NO: 48 y 49) para integrar
eficientemente los transposones en el nlcleo de las células de mamiferos de una manera que permita la expresion
posterior de los genes codificados en los transposones.

Los datos de la Tabla 1 muestran que, cuando se fusionan con una sefial de localizacion nuclear heteréloga, las
transposasas de Xenopus SEQ ID NO: 48 y 49 son activas en la transposicién de transposones de Xenopus
sintéticos al genoma de una célula de mamifero. Cada uno de estos extremos del transposén contiene un ITR con la
secuencia 5'-CCYTTTBMCTGCCA -3'(SEQ ID NO: 19), donde los ITR se encuentran en los dos extremos en una
orientacion invertida entre si. También muestra que la fusién de estas transposasas a una sefal de localizacién
nuclear heteréloga es mas activa en este ensayo que la transposasa piggyBac hiperactiva derivada de la oruga de la
col Trichoplusia ni.

La Tabla 1 filas 15-19 compara la fluorescencia obtenida de un transposén con extremos SEQ ID NO: 23 y 29, ya
sea transfectado solo (fila 15) o cotransfectado con un gen que codifica la transposasa de Bombyx SEQ ID NO: 750
solo (fila 17) o fusionado a una sefal de localizacidon nuclear heteréloga (fila 16), o cotransfectado con un gen que
codifica la transposasa de Bombyx SEQ ID NO: 407 solo (fila 19) o fusionado a una sefial de localizacion nuclear
heteréloga (fila 18). La cotransfeccion con transposasa SEQ ID NO: 407, se fusiond o no a una sefial de localizacion
nuclear aumentd la viabilidad celular para dar un 100 % de confluencia, y la sefial fluorescente aumenté desde el
fondo a -1000 unidades. La cotransfeccién con transposasa SEQ ID NO: 750, se fusiond o no a una sefal de
localizacién nuclear dio como resultado células viables y los niveles de expresion fueron menos del 1 % de los
valores obtenidos con la transposasa SEQ ID NO: 407. Por tanto, la transposasa SEQ ID NO: 407 es activa en la
transposicién de transposones Bombyx sintéticos al genoma de una célula de mamifero.

6.1.2 Transposones derivados de xenopus y bombyx
6.1.2.1 Extremos del transposéon de Bombyx

Los extremos de los transposones de origen natural se modificaron mediante truncamiento o cambiando las
secuencias diana. Estos extremos del transposén se unieron luego a los extremos de un polinucleétido heterdlogo
para crear transposones sintéticos que pueden integrarse en un genoma diana mediante una transposasa. La Tabla
2 muestra las configuraciones de 12 transposones sintéticos diferentes creados al unir el extremo del transposon
cuya SEQ ID NO se da en la columna A a un lado de la construccién indicadora SEQ ID NO: 39, uniendo el extremo
del transposén cuya SEQ ID NO se da en la columna B al otro lado de la construccion indicadora y flanqueando
ambos por la secuencia diana dada en la columna C. Estos transposones se transfectaron luego en células CHO-K1
junto con genes que codifican transposasas cuya SEQ ID NO se muestra en la columna G, opcionalmente
fusionados a una sefial de localizacidon nuclear heteréloga (como se muestra en la columna H) y operativamente
enlazada al promotor de CMV. La cantidad de cada ADN en cada transfeccién se muestra en las columnas F
(transposon) e | (transposasa) de la Tabla 2. La transfeccién y la seleccion fueron las descritas en la Seccion 4.2.1.
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Las células se recolectaron raspando y midiendo en un lector de placas fluorimétrico, la fluorescencia de 3
transfecciones independientes se muestra en la Tabla 2, columnas JL. La fluorescencia se midi6 a Ex/Em de
488/518 nm, y es una medida de expresiéon del ORF que codifica el indicador fluorescente DasherGFP a partir de
transposones integrados de manera estable.

Los extremos del transposoén izquierdo y derecho de Bombyx podrian truncarse desde el extremo proximal (que es el
extremo mas alejado del ITR) mientras se conserva la funcién del transposén. La Tabla 2 filas 2-9 muestra que la
expresion de polinucleétidos heterélogos insertados en el genoma de CHO se mejoré mediante cotransfeccién con
una construccién que codifica la transposasa de Bombyx SEQ ID NO: 407 en donde los polinucleoétidos heterélogos
comprendian un extremo del transposén izquierdo de una secuencia diana seguida de SEQ ID NO: 23, 24 0 25, y un
extremo derecho del transposén de SEQ ID NO: 29 o 31 seguido de una secuencia diana.

La prueba realizada aqui muestra que estos extremos comprenden todas las secuencias necesarias para crear un
transposén de Bombyx que se puede integrar en el genoma de una célula diana. Sin embargo, se ha demostrado
previamente para el transposén piggyBac de oruga de la col que se requieren secuencias mas largas para la
transformacion de los genomas diana que para la escision del transposoén por la transposasa, o para la transposicion
entre plasmidos, como se describe en Li y otros, (2005) Insect Mol. Biol. 14: 17-30. "piggyBac internal sequences are
necessary for efficient transformation of target genomes. "y Li y otros, (2001) Mol Genet Genomics 266: 190-8. "The
minimum internal and external sequence requirements for transposition of the eukaryotic transformation vector
piggyBac." Inferimos que las secuencias mas cortas del transposén de Bombyx también seran competentes para la
escision o para la transposicion entre plasmidos. Las secuencias importantes para la escision del transposén
piggyBac de la oruga de la col son las repeticiones terminales y las repeticiones internas en cada extremo. El
transposén de Bombyx comprende varias repeticiones internas que probablemente realizan funciones analogas. La
SEQ ID NO: 25 del extremo izquierdo de Bombyx comprende la SEQ ID NO: 1103 y una copia invertida de esta SEQ
ID NO: 1104; también comprende la SEQ ID NO: 1105 y una copia invertida de esta SEQ ID NO: 1106; también
comprende dos palindromos ricos en AT SEQ ID NO: 1107 y SEQ ID NO: 1108. La SEQ ID NO: 31 del extremo
derecho de Bombyx comprende dos copias de la secuencia rica en AT SEQ ID NO: 1110. La SEQ ID NO: 31 del
extremo derecho de Bombyx también comprende una copia de la SEQ ID NO: 1106, que se encuentra repetida en
ambas orientaciones en la SEQ ID NO: 25 del extremo izquierdo. La SEQ ID NO: 25 del extremo izquierdo de
Bombyx y la SEQ ID NO: 31 del extremo derecho también comprenden cada una copia de la SEQ ID NO: 1109. Un
transposén de Bombyx puede comprender un extremo izquierdo que comprende 10203 04 05 0 6 o 7 secuencias
seleccionadas de SEQ ID NO: 1103-1110. Un transposén de Bombyx puede comprender un extremo derecho que
comprende 1 o 2 o 3 secuencias seleccionadas de SEQ ID NO: 1106 y 1109-1110.

También descubrimos que podiamos cambiar la secuencia diana 5'-TTAT-3' que flanquea el transposén basado en
Bombyx a 5'-TTAA-3'y aun asi obtener una sefial DasherGFP alta dependiente de transposasa (compare las filas 3
y 11 en la Tabla 2). Por tanto, una transposasa de Bombyx es eficiente en la transposicion de transposones con
diferentes secuencias diana, incluidas las secuencias diana 5'-TTAT-3'y 5'-TTAA-3".

6.1.2.2 Extremos del transposén Xenopus

Las Tablas 2 y 3 también muestran la expresién de transposones de Xenopus con extremos truncados o secuencias
diana modificadas. Ambas tablas muestran las configuraciones de transposones sintéticos creados al unir el extremo
del transposén cuya SEQ ID NO. se da en la columna A a un lado de la construccion indicadora SEQ ID NO: 39,
uniendo el extremo del transposon cuya SEQ ID NO. se da en la columna B para el otro lado de la construccion
indicadora y flanqueando ambos por la secuencia diana dada en la columna C. Estos transposones se transfectaron
luego en células CHO-K1 junto con genes que codifican transposasas cuya SEQ ID NO. se muestra en la columna
G, opcionalmente fusionados a una sefial de localizacion nuclear heteréloga (como se muestra en la columna H) y
operativamente enlazada al promotor de CMV. La cantidad de cada ADN en cada transfeccién se muestra en las
columnas F (transposoén) e | (transposasa) de las Tablas 2 y 3. La transfeccion y la seleccién fueron las descritas en
la Seccion 4.2.1.

Las células se recogieron raspando y midiendo en un lector de placas fluorimétrico, la fluorescencia de 3
transfecciones independientes se muestra en las Tablas 2 y 3 columnas JL. La fluorescencia se midié a Ex/Em de
488/518 nm y es una medida de la expresion del ORF que codifica el indicador fluorescente DasherGFP a partir de
transposones integrados de manera estable.

La Tabla 2 filas 13-20 y la Tabla 3 filas 2-11 muestran que la expresién de polinucleétidos heterélogos insertados en
el genoma de CHO se mejor6 mediante cotransfeccion con una construccién que codifica la transposasa de
Xenopus SEQ ID NO: 48 fusionada a una secuencia de localizacidon nuclear, en la que la Los polinucleétidos
heter6logos comprendian los extremos de un transposén izquierdo de una secuencia diana seguido de la SEQ ID
NO: 1 0 3-7 y un extremo derecho del transposén de la SEQ ID NO: 11-13 o 15-16 seguido de una secuencia diana.

La prueba realizada aqui muestra que estos extremos comprenden todas las secuencias necesarias para crear un
transposén de Xenopus que se puede integrar en el genoma de una célula diana. Sin embargo, se ha demostrado
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previamente para el transposén piggyBac de oruga de la col que se requieren secuencias mas largas para la
transformacion de los genomas diana que para la escisién del transposon por la transposasa, o para la transposicion
entre plasmidos, como se describe en Li y otros (2005) Insect Mol. Biol. 14: 17-30. "piggyBac internal sequences are
necessary for efficient transformation of target genomes. " y Li y otros, (2001) Mol Genet Genomics 266: 190-8. "The
minimum internal and external sequence requirements for transposition of the eukaryotic transformation vector
piggyBac." Inferimos que las secuencias mas cortas del transposén de Xenopus también seran competentes para la
escisién o para la transposicion entre plasmidos.

También descubrimos que podiamos cambiar una secuencia objetivo 5'-TTAA-3' que flanqueaba el transposon
basado en Xenopus a una secuencia objetivo 5'-TTAT-3' y aun asi obtener una sefial DasherGFP alta dependiente
de transposasa (comparar filas 14 y 22 en la Tabla 2). Los ITR para estos transposones eran adyacentes a la
secuencia diana izquierda, secuencia SEQ ID NO: 20 (5'-CCCTTTGCCTGCCA-3'), y adyacentes a la secuencia
diana derecha, secuencia SEQ ID NO: 21 (5'-TGGCAGTGAAAGGG-3").

Por tanto, una transposasa de Xenopus es eficiente en la transposicion de transposones con diferentes secuencias
diana, incluidas las secuencias diana 5'-TTAT-3'y 5'-TTAA-3".

También descubrimos que podiamos cambiar la secuencia diana 5'-TTAA-3' que flanquea el transposén basado en
Trichoplusia ni a 5'-TTAT-3' y aun asi obtener una sefial DasherGFP alta dependiente de la transposasa (compare
las filas 24 y 26 en la Tabla 2). Por tanto, la transposasa piggyBac de Trichoplusia ni es eficiente en la transposicion
de transposones con diferentes secuencias diana, incluidas las secuencias diana 5'-TTAT-3'y 5-TTAA-3".

6.1.3 Integracion de transposon mediante transposasa proporcionada como ARNm
6.1.3.1 ARNm de Transposasa de Xenopus

Puede proporcionarse una transposasa como una proteina o como un polinucleétido que codifica la transposasa; el
polinucleétido codificante puede ser ADN o ARN expresable. Se prepar6 ARNm que codifica la transposasa de
Xenopus SEQ ID NO: 48 fusionado a una NLS heteréloga como se describe en la Seccion 4.2.3.

Los extremos del transposon se unieron a los extremos de un polinucleétido heterdlogo para crear transposones
sintéticos: los extremos del transposén cuyas SEQ ID NO. se dan en las columnas Ay B de la Tabla 5 se unieron a
cada lado de la construccion indicadora SEQ ID NO: 39, y flanqueados por Secuencias diana 5'-TTAA-3'. Estos
transposones se transfectaron en células CHO-K1 junto con polinucleétidos que codifican transposasas cuya SEQ
ID NO. se muestra en la columna E de la Tabla 5. Si el polinucleétido era ADN, el gen que codificaba la transposasa
estaba operativamente ligado al promotor indicado en la columna G, y la cantidad de ADN del gen de la transposasa
por transfeccion se indica en la columna H. Si el polinucleétido se proporcioné como ARNm, la cantidad de ARN por
la transfeccién se indica en la columna I. La cantidad de cada ADN de transposon en cada transfeccion se muestra
en la columna D de la Tabla 5. La transfeccién y seleccion fue como se describe en la Seccion 4.2.1.

Las células se recogieron raspando y midiendo en un lector de placas fluorimétrico. La fluorescencia, mostrada en
las columnas JL, se midié a Ex/Em de 488/518 nm, y es una medida de expresion del ORF que codifica el indicador
fluorescente DasherGFP a partir de transposones integrados de manera estable.

La Tabla 5 muestra que la cotransfeccion de un transposén con extremos del transposén de Xenopus (cada uno de
los cuales comprende la SEQ ID NO: 19) junto con el ARNm que codifica una transposasa de Xenopus fusionada a
una NLS heterdloga, dio como resultado aumentos de hasta 50 veces en la expresién con respecto a las células
transfectadas con transposon solo, y comparable a la potenciacion de la expresién obtenida cuando la transposasa
se proporcioné codificada en el ADN (compare las filas 9-12 con las filas 5-8 y la fila 4. También compare las filas
18-21 con las filas 14-17 y la fila 13). Por tanto, se puede proporcionar una transposasa de Xenopus como ARNm
que se puede traducir en la célula diana.

6.1.3.2 ARNm de Transposasa Bombyx

Se realizdé un experimento similar al descrito en 6.1.3.1 con ARNm que codifica la transposasa 407 de Bombyx
fusionado a un NLS heterdlogo, también preparado por transcripcion in vitro como se describe en la Seccién 4.2.3.

Los extremos de los transposones se unieron a los extremos de un polinucledtido heterélogo para crear
transposones sintéticos que pueden integrarse en un genoma diana mediante una transposasa. La Tabla 6 muestra
las configuraciones de 3 transposones sintéticos diferentes. Los transposones tenian una secuencia diana 5'-TTAA-
3' seguida de un extremo del transposon cuya SEQ ID NO. se da en la columna A, seguido de la construccién
indicadora cuya SEQ ID NO. se da en la columna B, seguido del extremo del transposén cuya SEQ ID NO. se
proporciona en la columna C, seguido de una secuencia diana 5'-TTAA-3".

Estos transposones se transfectaron en células CHO-K1 junto con polinucleétidos que codifican transposasas cuya
SEQ ID NO. se muestra en la columna F de la Tabla 6. Si el polinucleétido era ADN, el gen que codifica la
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transposasa estaba operativamente ligado al promotor de CMV, y la cantidad de ADN del gen de la transposasa por
transfeccién se indica en la columna H. Si el polinucleétido se proporcion6 como ARNm, se indica la cantidad de
ARN por transfeccion en la columna |. La cantidad de cada ADN de transposén en cada transfeccion se muestra en
la columna E de la Tabla 6. La transfeccién y la seleccion fueron las descritas en la Seccion 4.2.1. Las células se
recogieron raspando y midiendo en un lector de placas fluorimétrico. La fluorescencia, que se muestra en las
columnas J-L, se midié a Ex/Em de 488/518 nm, y es una medida de expresion del marco de lectura abierto (ORF)
que codifica el indicador fluorescente DasherGFP a partir de transposones integrados de manera estable.

La Tabla 6 muestra que la cotransfeccion de un transposén con extremos del transposén de Bombyx (cada uno de
los cuales comprende la SEQ ID NO: 33) junto con el ARNm que codifica una transposasa de Bombyx fusionada a
una NLS heteréloga, dio como resultado aumentos de hasta 100 veces en la expresion con respecto a las células
transfectadas con transposén solo, y comparable a la mejora de la expresién obtenida cuando la transposasa se
proporcioné codificada en el ADN (compare las filas 5-8 con las filas 9-11 y la fila 4. También compare las filas 13-16
con las filas 17-19 y la fila 12). Por tanto, se puede proporcionar una transposasa de Bombyx como ARNm que se
puede traducir en la célula diana.

6.1.3.3 ARNm de transposasa hiperactiva de Xenopus

Es ventajoso proporcionar una transposasa como ARN expresable, ya que esto evita cualquier posibilidad de que el
gen de la transposasa pueda integrarse en el genoma diana. Se prepararon ARN mensajero que codificaban
transposasas hiperactivas de Xenopus, SEQ ID NO: 168, 189 y 175, fusionadas a una NLS heterdloga mediante
transcripcion in vitro mediante el uso de ARN polimerasa T7 como se describe en la Seccion 4.2.3.

Un transposdn comprendia secuencias diana 5'-TTAA-3', secuencias terminales de transposén SEQ ID NO: 2y 12,y
un potenciador de CMV y un promotor de CMV operativamente ligado a un gen que codifica DasherGFP. El
transposén también comprendia el promotor de fosfoglicerato cinasa (PGK) murino, SEQ ID NO: 937, unido
operativamente a un gen que codifica puromicina N-acetil transferasa.

El transposon se transfectd en células en suspensién CHO-S junto con polinucleétidos que codifican transposasas
cuya SEQ ID NO. se muestra en la columna C de la Tabla 12. La cantidad de ARNm de transposasa por
transfeccién se indica en la columna F. La cantidad de ADN de cada transposoén en cada transfeccion se muestra en
la columna E de la Tabla 12.

Las células CHO-S se transfectaron como se describe en la Seccion 4.2.2. La seleccion con puromicina (50 pg/ml)
se llevo a cabo durante 10 dias y las células se cultivaron durante 5 dias después de la seleccién con puromicina
con dos pases y cambios de medio. Las células se recogieron pipeteando directamente en una placa fluorimétrica y
se midieron en un lector de placas fluorimétricas. La fluorescencia se midi6 a ExEm de 488/518 nm, y es una
medida de expresion del ORF que codifica el indicador fluorescente DasherGFP a partir de transposones integrados
de manera estable.

La Tabla 12 muestra que no hubo diferencia significativa en la fluorescencia entre las muestras a las 72 horas
después de la transfeccion. Sin embargo, después de 10 dias de tratamiento con puromicina, la fluorescencia de
todos los transposones que se habian cotransfectado con un ARNm de transposasa hiperactiva era entre 5y 30
veces mas brillante que la de los transposones cotransfectados con ARNm que codifica la transposasa de Xenopus
natural SEQ ID NO: 48. Después de 5 dias de recuperacion, todas las cotransfecciones de transposasa hiperactivas
todavia superaban a la SEQ ID NO: 48. Por tanto, las transposasas hiperactivas identificadas mediante el uso de un
cribado funcional en Saccharomyces cerevisiae conducen a tiempos de recuperacion reducidos y expresion
aumentada de transposones en células de mamiferos, y las transposasas hiperactivas de Xenopus pueden
proporcionarse como ARNm que puede traducirse en la célula diana.

6.1.3.4 ARNm de transposasa hiperactiva de Xenopus y Bombyx

El ARN mensajero que codifica las transposasas hiperactivas de Xenopus SEQ ID NO: 175 y 189, fusionadas a un
NLS heterodlogo, o las transposasas Bombyx SEQ ID NO: 407 y 1098 se prepararon mediante transcripcion in vitro
mediante el uso de T7 RNA polimerasa como se describe en la Seccion 4.2.3.

Los transposones comprendian secuencias terminales de transposones con las SEQ ID NO. dadas en las columnas
B y C de la Tabla 13. Los transposones comprendian ademas un potenciador de CMV y un promotor de CMV
operativamente ligado a un gen que codifica DasherGFP, y un gen que codifica puromicina acetil transferasa
operativamente ligado a un promotor con la SEQ ID NO. mostrada en la columna F. Los transposones (750 ng) se
cotransfectaron con 250 ng ARNm que codifica una transposasa con SEQ ID NO. mostrada en la columna G,
fusionado a una sefal de localizacion nuclear heterdéloga.

Se transfectaron células CHO-S (de ATCC) como se describe en la Seccién 4.2.2. La seleccion con puromicina (10

pg/ml) se llevé a cabo durante 10 dias, con un cambio de medio completo en medio fresco que contenia puromicina
después de 5 dias. Después de 10 dias, las células se transfirieron a medio fresco que contenia 25 pg/ml de
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puromicina durante 4 dias. Las células se cultivaron durante 5 dias después de la seleccion con puromicina con dos
pases y cambios de medio. Las células se recogieron pipeteando directamente en una placa fluorimétrica y se
midieron en un lector de placas fluorimétricas. La fluorescencia se midié a Ex'Em de 488/518 nm, y es una medida
de expresion del ORF que codifica el indicador fluorescente a partir de transposones integrados de manera estable,
las mediciones por triplicado se muestran en las columnas HJ de la Tabla 13.

La Tabla 13 muestra que los ARNm que codifican las transposasas hiperactivas de Xenopus o Bombyx son activos
en sus respectivos transposones.

6.2 Construcciones de polinucleétidos para la expresion de multiples proteinas
6.2.1 Transposones con configuraciones de doble promotor o ires (1)

Pueden usarse transposones y transposasas para integrar eficientemente construcciones de polinucleétidos que
codifican dos o mas polipéptidos en el genoma de una célula. Los transposones son utiles para este propdsito
porque una transposasa generalmente integrara todo el ADN entre los dos extremos del transposén durante el
proceso de transposicion. Esto significa que es mas probable que se conserven los elementos de secuencia que
estan configurados para lograr una relacion especifica de expresién entre los diferentes genes codificados que si se
insertan fragmentos aleatorios del polinucledtido en el genoma de la célula diana. También significa que todos los
genes codificados se integraran en cada evento de integracién, lo que es util con construcciones polinucleotidicas
mas grandes.

La Tabla 7 muestra las configuraciones de un conjunto de transposones que comprenden secuencias diana 5'-
TTAA-3' y extremos del transposén SEQ ID NO: 2 y 12. Los transposones comprendian genes que codifican
DasherGFP y CayenneRFP, excepto para las filas 1 y 2 en las que solo estaba presente una proteina fluorescente
(columnas C y D). Cuando ambos genes de proteinas fluorescentes estaban presentes, el gen DasherGFP siempre
aparecia primero. Todos los transposones también comprendian un gen de resistencia a puromicina unido
operativamente al promotor PGK y transcrito en la direccion opuesta a los genes de las proteinas fluorescentes.
Todos los transposones también comprendian un par de aislantes HS4, uno adyacente a cada extremo del
transposén. En algunas configuraciones (filas 8-23) cada uno de los dos genes estaba unido operativamente a
promotores separados y sefiales de poliadenilaciéon, en algunas configuraciones los genes estaban unido
operativamente a un solo promotor que precede al primer gen y a una unica sefial poliA después del segundo gen,
donde los dos genes estaban unidos operativamente por una secuencia IRES o una secuencia CHYSEL. Los
transposones comprendian la SEQ ID NO. proporcionada en la columna A entre el primer y el segundo marco de
lectura abierto. Los elementos reguladores asociados con cada gen se muestran en las columnas E-L de la Tabla 7.
El nimero 1 en los encabezados indica los promotores que preceden o las sefiales poliA que siguen al primer gen,
el numero 2 en los encabezados indica los promotores que preceden o las sefiales poliA que siguen al segundo gen.
Todas estas secuencias comprendian ademas la secuencia potenciadora de la expresion SEQ ID NO: 866
secuencia que precede a la ultima sefial de poliadenilacion. Los transposones se transfectaron en células CHO,
solos o junto con un gen que codifica una transposasa (SEQ ID NO: 48) fusionada a una sefial de localizacién
nuclear, unida operativamente al promotor de CMV. Las células CHO se transfectaron y seleccionaron como se
describe en la Seccién 4.2.1. La fluorescencia representa la expresién de los ORF que codifican el indicador
fluorescente DasherGFP a partir de transposones integrados de manera estable medidos a Ex/Em de 488/518 nmy
CayenneRFP se midié6 a ExX’Em de 525/580 nm. La fluorescencia media de las transfecciones independientes por
triplicado se muestra en la Tabla 7, columnas M y N, respectivamente.

La columna O en la Tabla 7 muestra la relacion de fluorescencia roja a verde obtenida para cada transposon. Debido
a que las dos proteinas fluorescentes emiten fluorescencia con diferentes intensidades, esta no es una medida de
las relaciones de concentracion de las dos proteinas. La fila 3 muestra la fluorescencia obtenida cuando las dos
proteinas se acoplan mediante una secuencia CHYSEL. Esto produce cantidades cercanas a equimolares de las
dos proteinas y da una relacion de fluorescencia de rojo a verde de 0,21. La columna P muestra las relaciones de
rojo a verde de la columna O, normalizadas al dividir por 0,21, para obtener la relacion en la que se expresan las dos
proteinas. La columna Q muestra la expresion de DasherGFP con respecto a la expresion cuando DasherGFP es la
Unica proteina fluorescente codificada.

El acoplamiento de la traduccion de dos marcos de lectura abiertos a través de IRES SEQ ID NO: 1062-1064
produjo niveles muy altos de expresion de la primera proteina codificada (al menos el 70 % de la cantidad de
proteina obtenida de una construccion monocistronica, compare la fila 2 con las filas 4 -7). Estas construcciones
también produjeron la segunda proteina codificada entre 0,33 y 0,48 los niveles de la primera. Las proporciones de
1:0,33 a 1:0,48 son muy buenas para la produccion de cadenas ligeras y pesadas de anticuerpos, respectivamente.
Por tanto, los IRES SEQ ID NO: 1062-1064 son componentes preferidos de construcciones de polinucleétidos para
la produccion eficiente de anticuerpos.

Otra forma de obtener la expresién de dos genes a partir de un polinucledtido es unir operativamente cada gen a un

promotor separado. Las filas 8 a 23 de la Tabla 7 muestran una variedad de configuraciones diferentes para los
elementos reguladores asociados con el segundo marco de lectura abierto. En general, la expresion de la primera
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proteina codificada fue menor en estas construcciones que en las construcciones acopladas a IRES (columna Q).
Sin embargo, se obtuvo una mayor variedad de expresiones del segundo gen codificado (columna P). La expresion
de un gen y, a menudo, ambos genes aumentaba sustancialmente si se intercalaba un aislante del nucleo HS4
(SEQ ID NO: 865) entre la secuencia de poliadenilaciéon unida operativamente al primer marco de lectura abierto y el
promotor unido operativamente al segundo marco de lectura abierto (compare las filas 14 y 15, las filas 16 y 17, las
filas 18 y 19, las filas 20 y 21, las filas 22 y 23 y las filas 12 y 13). La ubicacién de una secuencia aislante, como la
secuencia aislante del nucleo HS4, entre una secuencia de poliadenilacion unida operativamente a un primer marco
de lectura abierto, y un promotor unido operativamente a un segundo marco de lectura abierto, es por tanto una
configuracion preferida para expresar dos genes del mismo polinucleétido.

Las configuraciones de vector ventajosas para la expresion de dos polipéptidos incluyen aquellas en las que un gen
que codifica un primer polipéptido esta operativamente ligado a elementos de control, incluido un intron EF1 de una
especie, y un gen que codifica un segundo polipéptido estd operativamente ligado a elementos de control que
incluyen un intrén EF1 de una segunda especie. Las configuraciones de vector ventajosas para la expresion de dos
polipéptidos incluyen aquellas en las que un gen que codifica un primer polipéptido esta operativamente ligado a
elementos de control, incluido un promotor EF1 de una especie, y un gen que codifica un segundo polipéptido esta
operativamente ligado a elementos de control que incluyen un promotor EF1 de una segunda especie. Las
configuraciones de vector ventajosas para la expresion de dos polipéptidos incluyen aquellas en las que un gen que
codifica un primer polipéptido esta operativamente ligado a elementos de control que incluyen un promotor de CMV
humano, y un gen que codifica un segundo polipéptido esta operativamente ligado a elementos de control que
incluyen un promotor de CMV murino.

Las configuraciones de vector ventajosas para la expresion de dos polipéptidos incluyen aquellas en las que un gen
que codifica un primer polipéptido esta unido operativamente a elementos de control que incluyen una secuencia
que es al menos 95 % idéntica a una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1015, 1019, 1022, 1026, 1027, 1028,
1029 o 1099.

6.2.2 Transposones con configuraciones de doble promotor o ires (2)

Las configuraciones de un conjunto de transposones que comprenden genes que codifican DasherGFP y/o
CayenneRFP se indican en la Tabla 8 (columnas D y E). Cuando ambos genes de proteinas fluorescentes estaban
presentes, el gen DasherGFP siempre aparecia primero. Todos los transposones también comprendian un gen de
resistencia a puromicina unido operativamente al promotor PGK y transcrito en la direccidon opuesta a los genes de
las proteinas fluorescentes. Dos de los transposones (Transposones 188209 y 188219, columna B) también
comprendian un par de aislantes HS4, uno adyacente a cada extremo del transposoén. En algunas configuraciones,
cada uno de los dos genes estaba unido operativamente a promotores separados y sefiales de poliadenilacion, en
algunas configuraciones los genes estaban unidos operativamente a un solo promotor que precede al primergeny a
una Unica sefial poliA después del segundo gen, donde los dos genes estan unido operativamente por una
secuencia IRES o una secuencia CHYSEL. El nUmero 1 indica los promotores que preceden o las sefiales poliA que
siguen al primer gen, el numero 2 indica los promotores que preceden o las sefales poliA que siguen al segundo
gen. Todas estas secuencias comprendian ademas la secuencia potenciadora de la expresion SEQ ID NO: 866 que
precede a la ultima sefial de poliadenilacién. Los transposones se transfectaron en células CHO mas o menos un
gen que codifica una transposasa (SEQ ID NO: 48) fusionada a una sefial de localizaciéon nuclear, operativamente
unida al promotor CMV (columna O).

Las células CHO-K1 se transfectaron y seleccionaron como se describe en la Seccion 4.2.1. La fluorescencia
representa la expresiéon de los ORF que codifican el indicador fluorescente DasherGFP a partir de transposones
integrados de manera estable medidos a Ex/Em de 488/518 nm y CayenneRFP se midi6 a ExX/Em de 525/580 nm
(Tabla 8 columnas P-U)

La cotransfeccién de transposones con el vector que codifica la transposasa aumentd la expresién de ambas
proteinas codificadas por el transposén entre 4 y casi 20 veces con respecto a las transfecciones con el transposon
solo. La expresion de dos polipéptidos de un transposén se mejora mediante la actividad de una transposasa. Los
transposones de mejor expresién comprendian los aislantes HS4 flanqueantes y la expresién de los dos polipéptidos
acoplados por un IRES. Por tanto, estas son configuraciones preferidas para transposones para la expresion de dos
polipéptidos.

6.3 Transposasas modificadas

6.3.1 Transposasas hiperactivas de xenopus

6.3.1.1 Identificacion de transposasas hiperactivas de Xenopus

Para identificar las mutaciones de la transposasa de Xenopus que condujeron a una mayor actividad de

transposicion o una mayor actividad de escision, con respecto a la secuencia de transposasa de origen natural SEQ
ID NO: 48, primero creamos bibliotecas que juntas contenian todos los posibles cambios de aminoacidos
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individuales de SEQ ID NO: 48, fusionado a una secuencia de localizacion nuclear heteréloga. Para ello, se amplificé
mediante PCR un gen que codifica la transposasa de Xenopus fusionada a una secuencia de localizacion nuclear
heteréloga (SEQ ID NO: 50), mediante el uso de cebadores redundante para incorporar todos los aminoacidos
posibles en una unica posicion. Esta biblioteca de "saturacién de sitio" se clond en un vector que comprendia un
marcador de seleccién de leucina; los genes que codifican los mutantes de la transposasa se unieron
operativamente al promotor Gal-1 de Saccharomyces cerevisiae. Se cred una biblioteca para cada uno de los 589
aminoacidos de la transposasa. Cada biblioteca se secuencié a lo largo de la posicion mutagenizada para garantizar
que no se hubieran introducido mutaciones no deseadas y que el coddn diana estuviera efectivamente mutado.

A continuacion, se agruparon las bibliotecas clonadas, cada grupo comprendia bibliotecas para seis posiciones de
aminoacidos adyacentes, es decir, los aminoacidos 1-6, 7-12, 13-18, etc. Cada grupo de bibliotecas se transformo
luego en células de Saccharomyces cerevisiae que llevaban un grupo gendmico integrado en un casete de seleccion
de transposones de Xenopus y sembrado en medio minimo completo que carece de leucina para seleccionar los
transformantes que portan el marcador de seleccion de leucina.

El casete de seleccién de transposones de Xenopus (SEQ ID NO: 44) comprendia el promotor URA3 de
Saccharomyces cerevisiae seguido de un gen que codifica la primera parte de la proteina URA3 de Saccharomyces
cerevisiae. La proteina URA3 se interrumpio en una secuencia de TTAA dentro de su region codificante por un
inserto de transposon que comprende el extremo izquierdo del transposon de Xenopus SEQ ID NO: 2, el promotor
de TEF de Ashbya gossypii, un marco de lectura abierto que codifica la proteina TRP1 de Saccharomyces
cerevisiae, el terminador de TEF de Ashbya gossypiiy extremo derecho del transposon de Xenopus SEQ ID NO: 12.
En el otro lado del inserto de transposén habia una secuencia de ADN que codifica el resto de la proteina URA3 de
Saccharomyces cerevisiae, seguida del terminador URA3 de Saccharomyces cerevisiae. El transposon se insert6 de
manera que la secuencia de TTAA estuviera presente en ambos extremos, y la eliminacién del transposén para
dejar una unica copia de este TTAA daria como resultado un gen completo y funcional que codifica la proteina URA3
de Saccharomyces cerevisiae.

Dos dias después de la siembra en placa, se recolectaron células de Saccharomyces cerevisiae transformadas
afiadiendo 5 ml de agua estéril a cada placa y raspando suavemente para resuspender las células. Las células se
combinaron en grupos que representan 60 aminoacidos adyacentes, es decir, 1-60, 61-120, 121-180, etc. Se midid
la Asoo de cada grupo y se usé para estimar la concentracion de células vivas. Se prepardé ADN plasmidico a partir de
una porcion de cada grupo para secuenciar. Esto fue para determinar la frecuencia de cada cambio de aminoacido
en la biblioteca nueva (no seleccionada). A continuacion, las células se seleccionaron bajo 3 regimenes diferentes.

Seleccion 1: se transfirieron 2 x 108 células de cada grupo a un medio minimo menos leucina que contenia galactosa
al 2 % y se cultivaron durante 4 horas a 30 °C. A continuacion, las células se sembraron en medio minimo completo
que carecia de uracilo, triptéfano y leucina. Dos dias después de la siembra en placa, se recolectaron células de
Saccharomyces cerevisiae transformadas afiadiendo 5 ml de agua estéril a cada placa y raspando suavemente para
resuspender las células. Se prepard ADN plasmidico para determinar la frecuencia de cada cambio de aminoacido
en la biblioteca seleccionada.

Seleccion 2: Se transfirieron 2 x 108 células de cada grupo a un medio minimo menos leucina que contenia
galactosa al 2 % y se cultivaron durante 20 horas a 30 °C. A continuacion, las células se sembraron en medio
minimo completo que carecia de uracilo, triptéfano y leucina. Dos dias después de la siembra en placa, se
recolectaron células de Saccharomyces cerevisiae transformadas afiadiendo 5 ml de agua estéril a cada placa y
raspando suavemente para resuspender las células. Se preparé ADN plasmidico para determinar la frecuencia de
cada cambio de aminoécido en la biblioteca seleccionada.

Seleccion 3: Se transfirieron 2 x 108 células de cada grupo a un medio minimo menos leucina que contenia
galactosa al 2 % y se cultivaron durante 20 horas a 30 °C. A continuacién, las células se sembraron en placas sobre
medio minimo completo que carecia de uracilo y leucina y que contenian 0,5 g/L de acido 5-fluoroantranilico. Cinco
dias después de la siembra en placa, se recolectaron células de Saccharomyces cerevisiae transformadas
afiadiendo 5 ml de agua estéril a cada placa y raspando suavemente para resuspender las células. Se preparé ADN
plasmidico para determinar la frecuencia de cada cambio de aminoacido en la biblioteca seleccionada.

Las selecciones 1y 2 identificaron células en las que la transposasa habia escindido con precision el transposon del
gen uracilo (por lo que las células son URA+) y se reintegraron en otro sitio del genoma (por lo que las células eran
TRP+). La seleccion 3 identificd células en las que la transposasa habia escindido con precision el transposén del
gen uracilo (por lo que las células eran URA+) pero no se habian reintegrado en otro sitio del genoma (por lo que las
células eran TRP- y resistentes al acido 5-fluoroantranilico).

Los genes de transposasa mutados de la biblioteca nueva y cada una de las bibliotecas seleccionadas se
secuenciaron mediante el uso de un lllumina HiSeq. Las frecuencias de mutacién de la biblioteca nueva se
compararon con las frecuencias de las bibliotecas seleccionadas. Las mutaciones que estaban mas representadas
en las bibliotecas seleccionadas en las condiciones 1 0 2, en comparacién con la biblioteca sin tratamiento previo,
fueron aquellas que aumentan la actividad de transposicion de la transposasa. Las mutaciones que estaban mas
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representadas en la biblioteca seleccionada en la condiciéon 3, en comparacién con la biblioteca sin tratamiento
previo, fueron aquellas que aumentan la actividad de escision de la transposasa. La operabilidad de una
transposasa de Xenopus se puede demostrar por la capacidad de la transposasa, cuando se fusiona con un NLS
heterélogo, para escindir el transposéon de la SEQ ID NO: 44 y, excepto en el caso de una transposasa de
integracion deficiente, para integrar el transposén en el ADN genémico de una célula diana.

La Tabla 4 muestra las sustituciones de aminoacidos que se representaron al menos 2 veces mas frecuentemente
en la biblioteca seleccionada que en la biblioteca sin tratamiento previo. Los datos se procesaron de la siguiente
manera. Teniendo en cuenta cada cambio de aminoacido de forma independiente, cualquier sustitucion de
aminoacido que se produjera en la biblioteca sin tratamiento previo menos de una vez por cada 200 sustituciones
observadas en esa posicidn, se descartd de consideraciéon adicional. Cualquier sustitucion de aminoacido que se
haya observado menos de 100 veces en la biblioteca seleccionada se descarté de una consideracion adicional. A
continuacion, se calculd la frecuencia de cada sustitucion en cada biblioteca seleccionada con respecto a la
frecuencia con la que se produjo la sustitucion en la biblioteca nueva. Las sustituciones que ocurrieron al menos con
el doble de frecuencia en una biblioteca seleccionada para la transposicién, en comparacion con su frecuencia en la
biblioteca nueva, se muestran en la columna C de la Tabla 4. Las sustituciones que ocurrieron al menos el doble de
frecuencia en una biblioteca seleccionada para la escision, en comparacion con su frecuencia en la biblioteca nueva
se muestran en la columna D de la Tabla 4.

Algunas de las sustituciones de aminoacidos mostradas en la Tabla 4 se seleccionaron para incorporarlas en
transposasas variantes de Xenopus para crear variantes hiperactivas. Inicialmente, se cred un conjunto de 95
variantes de transposasa SEQ ID NO: 48 seleccionando 57 de las sustituciones que se muestran en la Tabla 4 e
incorporando 3 de estas en cada una de las 95 variantes, de modo que se maximice el nimero de posibles pares y
cada sustitucién ocurre 5 veces en el conjunto de variantes. Las transposasas se clonaron en un vector que
comprende un marcador de seleccién de leucina, de modo que las variantes de transposasas se unieron
operativamente al promotor Gal-1 de Saccharomyces cerevisiae. A continuacion, cada una de estas variantes se
transformé individualmente en una cepa de Saccharomyces cerevisiae que portaba una copia integrada
cromosomicamente de SEQ ID NO: 44, como se describid anteriormente. Las variantes se indujeron con galactosa,
se cultivaron durante 4 horas, luego se sembraron alicuotas (a) en medios que carecian de leucina, uracilo y
triptéfano (para contar la integracion), (b) en medios que carecian de leucina y uracilo (para contar la escision) y (c)
en medios que carecen de leucina (para contar el total de células vivas). Dos dias después, se contaron las colonias
para determinar la frecuencia de transposicién (= numero de células en medio -leu-ura-trp dividido por el nimero de
células en medio -leu) y escision (= numero de células en medio -leu-ura dividido por el nimero de células en -leu
media).

Las frecuencias de transposicién se modelaron como se describe en Patente de EE. UU. 8,635,029 y se calcularon
los valores promedios y las desviaciones estandar de las ponderaciones de regresién para cada sustitucién. Se
disefiaron conjuntos posteriores de variantes que incorporan mas de 3 sustituciones con respecto a la secuencia de
SEQ ID NO: 48. Estas variantes combinaron dos o mas sustituciones con ponderaciones de regresién mayores que
una desviacion estandar por encima de cero. Las variantes también comprendian opcionalmente una o mas
sustituciones seleccionadas de la columna C o D en la Tabla 4. Se probaron nuevas variantes como se describié
anteriormente para medir las frecuencias de transposicion y/o escisién para las nuevas variantes de transposasas.
Las ponderaciones de regresion y las desviaciones estandar para sustituciones con un efecto positivo en la actividad
de transposicion se muestran en la Tabla 11, columnas D y E. Las frecuencias de transposicién para algunas
transposasas hiperactivas de Xenopus se muestran en la Tabla 14, columnas A y B. Las frecuencias se midieron
para la escision del transposon indicador de SEQ ID NO: 44 y la integracion de ese transposon en el genoma de
Saccharomyces cerevisiae, y se expresan con respecto a las frecuencias de transposicion medidas para la
secuencia de origen natural SEQ ID NO: 48 en condiciones idénticas.

Se encontré que las transposasas con SEQ ID NO: 51 y 403-406 tenian frecuencias de escision que eran al menos
10 veces mas altas que sus frecuencias de integracion. Las transposasas en las que el aminoacido en la posicion
218 se cambié de Asn a Asp o Glu también mostraron frecuencias de escisidn mucho mas altas que de integracion.
Por tanto, estas transposasas deficientes en integracién son utiles para eliminar transposones integrados de un
genoma del huésped.

6.3.1.2 Transposasas hiperactivas de Xenopus en células de mamiferos

Se probé la capacidad de varias transposasas hiperactivas de Xenopus para integrar tres configuraciones de
transposones diferentes en el genoma de CHO. Las configuraciones de transposones se muestran en la Tabla 16.

Los transposones (750 ng) se cotransfectaron con polinucleétidos que codifican las transposasas de Xenopus
fusionadas con una sefial de localizacion nuclear heterdloga. Los acidos nucleicos de transposones y transposasas
se transfectaron en 1 ml de células CHO adaptadas a la suspension. Las células se cultivaron durante 72 horas
después de la transfeccién y luego se diluyeron a 250 000 células por ml en 40 pyg/ml de puromicina durante 8 dias.
Se eliminé la puromicina y se cultivaron las células durante 7 dias mas. La expresion de Dasher GFP se midi6é en un
fluorimetro de placa (excitaciéon a 485 nm y emision medida a 515 nm).
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Esta seleccién es muy estricta: el gen de la puromicina acetil transferasa estd operativamente ligado con un
promotor débil y las células se diluyeron a niveles bajos en niveles altos de puromicina. En todos los casos en estas
condiciones estrictas, la ausencia de transposasa (Tabla 16 filas 3, 6 y 9) o cotransfeccion de transposones de
Xenopus de origen natural y Xenopus transposasa SEQ ID NO: 48 (Tabla 16 filas 1, 4 y 7), resulté en una muerte
celular esencialmente completa y niveles muy bajos de expresion de DasherGFP. En contraste, la cotransfeccion de
transposones de Xenopus con transposasas hiperactivas de Xenopus SEQ ID NO: 57, 58 y 61 dio como resultado
grupos con altos niveles de expresion de DasherGFP (Tabla 16 filas 2, 5 y 8). Por tanto, es ventajoso cotransfectar
células de mamifero con transposones de Xenopus y transposasas hiperactivas de Xenopus, incluidas las SEQ ID
NO: 57, 58 y 61.

6.3.2 Transposasas hiperactivas de bombyx
6.3.2.1 Identificacion de transposasas de Bombyx hiperactivas

Para identificar las mutaciones de la transposasa de Bombyx que condujeron a una mayor actividad de transposicion
0 una mayor actividad de escisién, con respecto a la secuencia de origen natural SEQ ID NO: 407, primero creamos
bibliotecas que juntas contenian todos los posibles cambios de aminoacidos individuales de SEQ ID NO: 407,
fusionados a una secuencia de localizacion nuclear heteréloga. Para hacer esto, se muté, cloné y secuencié un gen
que codificaba la transposasa de Bombyx fusionada a una secuencia de localizacion nuclear heterdloga (SEQ 1D
NO: 408) como se describe para la transposasa de Xenopus en la Seccion 6.3.2.1.

Las bibliotecas clonadas se combinaron y se transformaron en células de Saccharomyces cerevisiae que llevaban
un casete de seleccion de transposén de Bombyx integrado genémicamente como se describe para la transposasa
de Xenopus en la Seccion 6.3.1.

El casete de seleccion del transposén de Bombyx (SEQ ID NO: 47) fue como se describi6 para el casete Xenopus
SEQ ID NO: 44 en la Seccion 6.3.1, excepto que los extremos del transposon Xenopus SEQ ID NO. 2 y 12 fueron
reemplazados por las secuencias del extremo del transposén de Bombyx SEQ ID NO. 22 y 30 respectivamente. La
operabilidad de una transposasa de Bombyx se puede demostrar por la capacidad de la transposasa, cuando se
fusiona con un NLS heterdlogo, para escindir el transposén de la SEQ ID NO: 47 y, excepto en el caso de una
transposasa de integracion deficiente, para integrar la transposon en el ADN gendmico de una célula diana.

Las bibliotecas de mutantes de transposasa de Bombyx se seleccionaron, secuenciaron y procesaron, como se
describe para las bibliotecas de transposasa de Xenopus en la seccion 6.3.1. Las sustituciones que ocurrieron al
menos con el doble de frecuencia en una biblioteca de Bombyx seleccionada para transposicion, en comparacion
con su frecuencia en la biblioteca sin tratamiento previo, se muestran en la Tabla 4, columna G. Sustituciones que
ocurrieron al menos el doble de frecuencia en una biblioteca de Bombyx seleccionada para la escisién, en
comparacioén con su frecuencia en la biblioteca ingenua se muestra en la Tabla 4, columna H.

Algunas de las sustituciones de aminoacidos que se muestran en la Tabla 4 se seleccionaron para su incorporacion
en la transposasa de Bombyx SEQ ID NO: 407 para crear variantes hiperactivas, como se describe para la
transposasa de Xenopus en la Seccion 6.3.1 pero mediante el uso de una cepa de Saccharomyces cerevisiae que
lleva una copia integrada cromosémicamente de SEQ ID NO: 47 en lugar de SEQ ID NO: 44.

Se disefiaron conjuntos posteriores de variantes que incorporan mas de 3 sustituciones con respecto a la secuencia
de SEQ ID NO: 407. Estas variantes combinaron dos o mas sustituciones con pesos de regresion mayores que una
desviacion estandar por encima de cero. Las variantes también comprendieron opcionalmente una o mas
sustituciones seleccionadas de la columna G o H en la Tabla 4. Se probaron nuevas variantes como se describié
anteriormente para medir las frecuencias de transposicion y/o escisién para las nuevas variantes de transposasas.
Las ponderaciones de regresion y las desviaciones estandar para sustituciones con un efecto positivo en la actividad
de transposicion se muestran en la Tabla 11, columnas | y J. Las frecuencias de transposicion para diferentes
transposasas de Bombyx hiperactivas se muestran en la Tabla 14, columnas C y D. Las frecuencias se midieron
para la escision del transposon de indicador SEQ ID NO: 47 y la integracion de ese transposén en el genoma de
Saccharomyces cerevisiae, y se expresan con respecto a las frecuencias para la secuencia de origen natural SEQ
ID NO: 407 en condiciones idénticas.

6.3.2.2 Transposasas de Bombyx hiperactivas en células de mamiferos

Se probd la capacidad de varias transposasas Bombyx hiperactivas para integrar cuatro configuraciones de
transposones diferentes en el genoma de CHO. Las configuraciones de transposones se muestran en la Tabla 15. El
transposon 194094 comprendia un promotor PGK (SEQ ID NO: 937) unido operativamente a un gen de puromicina
acetil transferasa y un promotor CMV unido operativamente a un gen que codifica Dasher GFP. El transposon
240671 era el mismo que el de 194094, excepto que las secuencias de los extremos del transposoén eran diferentes,
como se muestra en la Tabla 15. El transposén 246143 era el mismo que el 240671, excepto que el promotor PGK
se reemplaz6 con el promotor HSV-TK SEQ ID NO: 942. El transposén 246170 era similar al 246143, pero tenia el
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promotor EF1a unido operativamente al gen que codifica Dasher GFP, también estd flanqueado por secuencias
aislantes (aislante HS4 SEQ ID NO: 864 en un lado y el aislante D4Z4 SEQ ID NO: 860 en el otro.

Los transposones (750 ng) se cotransfectaron con polinucleétidos que codifican una transposasa con la SEQ ID NO.
mostrada en la columna K, fusionados a una sefial de localizacion nuclear heterdloga. Los acidos nucleicos de
transposones y transposasas se transfectaron en 1 ml de células CHO adaptadas a la suspension. Las células se
cultivaron durante 72 horas después de la transfeccion y luego se diluyeron hasta 1 000 000 de células por ml en 40
pug/ml de puromicina durante 7 dias. Se elimind la puromicina y se cultivaron las células durante 7 dias mas. La
expresion de Dasher GFP se midié en un fluorimetro de placa (excitacion a 485 nm y emisién medida a 515 nm)
(Tabla 15 columnas OQ). Se realiz6 una estimacion del nimero de células vivas midiendo la absorbancia a 600 nm
(As00) (Tabla 15, columnas LN).

En todos los casos, la ausencia de transposasa dio como resultado niveles muy bajos de expresién de DasherGFP y
un Aesco muy bajo que indica una falta de expresion de puromicina acetil transferasa y supervivencia celular (filas 8,
16, 24 y 32). Todas las transposasas dieron como resultado niveles comparables de supervivencia celular para las
células cotransfectadas con los transposones 194094 y 240671 (compare las columnas L, My N de la Tabla 15 para
las filas 1-7 y 9-15). Sin embargo, las transposasas hiperactivas dieron como resultado niveles significativamente
mayores de expresion de DasherGFP (compare las columnas O, P y Q de la Tabla 15 para las filas 1-7 y 9-15). Por
tanto, es ventajoso cotransfectar células de mamifero con transposones Bombyx y transposasas Bombyx
hiperactivas, que incluyen SEQ ID NO: 1098, 412, 457 y 415-417.

Las células transfectadas con el transposon 246143 murieron todas en las condiciones de seleccion usadas,
independientemente de que transposasa se cotransfecté (Tabla 15, columnas L, M, N, O, P y Q para las filas 17-24).
Sin embargo, las células transfectadas con el transposén 246170 y cotransfectadas con transposasas Bombyx
hiperactivas, SEQ ID NO: 1098, 412 y 415-417, dieron como resultado células con fluorescencia Dasher GFP. No
sobrevivié ninguna célula cuando este transposon se cotransfectd con la transposasa de Bombyx de origen natural
(SEQ ID NO: 407). Las transposasas de Bombyx hiperactivas, SEQ ID NO: 412 y 415 fueron particularmente
ventajosas en combinacion con esta configuracion de transposon.

La configuracion del transposon, el rigor de la seleccién y la actividad de la transposasa son interdependientes para
determinar el nivel de expresidon que resulta del transposon integrado posteriormente. ElI promotor que esta
operativamente ligado a un polipéptido de expresién (en este ejemplo DasherGFP) también puede modificar la
fuerza del promotor que esta operativamente ligado al marcador de seleccion y. Como se describe en la Seccion
5.2.10, un promotor fuerte operativamente ligado al marcador de resistencia (como en el transposon 240671)
proporcionara la seleccion menos rigurosa, mientras que un promotor débil operativamente ligado al marcador de
resistencia (como en el transposdn 246143) proporcionara una mayor seleccidon rigurosa, particularmente en
combinacién con un promotor interferente unido operativamente con el polipéptido de expresion.

Aqui se muestra el beneficio de una seleccion mas estricta junto con una transposasa hiperactiva. La transposasa
de Bombyx hiperactiva SEQ ID NO: 412 y 415 produjeron cada una un conjunto de células con una expresion
sustancialmente mas alta del polipéptido de expresion del transposon 246170 que la que se logré con los
transposones con el promotor mas fuerte asociado con el marcador de seleccion (compare la fila 9, columna O con
la fila 25 columna O y fila 26 columna Q). Ademas, la productividad de las células del transposén seleccionado mas
estrictamente (expresion dividida por el numero de células vivas, que es aproximadamente proporcional a la
fluorescencia dividida por Asoo) es aproximadamente 10 veces mayor que para el transposon seleccionado menos
estrictamente.

Aunque las frecuencias de integracion relativas de las transposasas hiperactivas mostradas en la Tabla 14 dan una
comparacion cuantitativa de la actividad de la transposasa, el aumento de la actividad de la transposasa por si solo
no es suficiente para garantizar el aumento de la expresion resultante de los transposones integrados en el genoma
de una célula diana. Como se muestra en este ejemplo, la configuracion del transposoén y el rigor de la seleccion son
factores que influyen en la expresion de un polinucledtido de expresion. En particular, el gen que codifica el
marcador de seleccion, el promotor (y otros elementos reguladores) ligados operativamente al marcador de
seleccion, el promotor ligado operativamente al gen que codifica el polipéptido de expresion y cualquier elemento
aislante presente son determinantes importantes de la expresion de un polinucleétido de transferencia de genes.
Los polinucledtidos de transferencia de genes particularmente ventajosos comprenden una secuencia que es al
menos un 95 % idéntica a una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 751-819. Preferentemente, estas secuencias
estan dentro de un transposoén.

Los datos que se muestran en la Tabla 15 muestran solo la fluorescencia promedio dentro de un grupo de células.
Estos conjuntos se derivaron de muchas células transfectadas de forma independiente. Cada uno de estos dara
lugar a un patrén de integraciéon de transposones diferente (nimero de transposones integrados y posiciéon de cada
uno de estos transposones dentro del genoma de la célula diana). Las lineas individuales se pueden aislar de un
grupo de células como este, y algunas de estas a menudo tienen productividades sustancialmente mas altas que el

grupo.
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6.4 elementos ires
6.4.1 Niveles de expresion de dos polipéptidos mediante el uso de elementos ires en células HEK293 Y CHO

Un sistema de transferencia de genes que comprende genes que codifican dos polipéptidos puede unir
operativamente ambos polipéptidos al mismo promotor, por ejemplo usando un IRES.

La Tabla 9 muestra los niveles de expresion observados en células HEK y CHO para dos polipéptidos diferentes (en
este caso, dos proteinas fluorescentes diferentes, DasherGFP y CayenneRFP) codificadas en un unico
polinucledtido de transferencia de genes. Los genes de las dos proteinas diferentes se unieron operativamente a un
unico potenciador, promotor, sefial de poliadenilacion y, opcionalmente, un intrén. La expresion de los dos genes se
unié operativamente mediante un elemento IRES, como se indica en la columna A, el orden de los elementos es
DasherGFP-IRES-CayenneRFP.

Se cultivaron células HEK 293a (de ATCC) en EMEM (de ATCC) + 10 % de FBS (de ATCC) + 1 % de penicilina-
estreptomicina (de ATCC) a 37 °C, 5 % de CO2 a 80 % de confluencia, 1E+05 células se sembraron en placas de
cultivo de tejidos de 24 pocillos y se incubaron a 37 °C, 5 % de CO:2 durante 24 horas antes de la transfeccion, las
transfecciones se establecieron por triplicado. Cada transfeccion usé 0,5 ug de ADN con Lipofectamina 2000 segun
el protocolo del fabricante. Las células se recolectaron 72 horas después de la transfeccién. Células CHO-K1 (de
ATCC) se cultivaron en F12-K (de ATCC) + 10 % de FBS (de ATCC) + 1 % de penicilina-estreptomicina (de ATCC) a
37 °C, 5 % de CO2 al 80 % de confluencia. Las células 5E+05 se sembraron en placas de cultivo de tejidos de 24
pocillos y se incubaron a 37 °C, 5 % de CO:2 durante 24 horas antes de la transfeccion, las transfecciones se
establecieron por triplicado. Cada transfeccion usé 0,5 uyg de ADN con Lipofectamina 2000 segun el protocolo del
fabricante. Las células se recolectaron 72 horas después de la transfecciéon. Se midié la fluorescencia de los dos
ORF que codifican los indicadores fluorescentes DasherGFP y CayenneRFP a Ex/Em de 488/518 nm para
DasherGFP y Ex/Em de 525/580 nm para CayenneRFP.

Un polinucledtido de transferencia de genes que comprende las dos proteinas acopladas traduccionalmente por una
secuencia CHYSEL expresa las dos proteinas en una relaciéon equimolar y se us6 para normalizar las diferentes
intensidades fluorescentes de las proteinas. La Tabla 9 muestra que se pueden usar diferentes elementos IRES
para obtener diferentes relaciones de expresién entre dos polinucleétidos diferentes. El uso de elementos IRES es
particularmente ventajoso para la expresion de polipéptidos cuando la relacion de expresion es importante a nivel de
células individuales, por ejemplo en la expresion de anticuerpos donde la cadena ligera puede realizar una funcion
de chaperonina para la cadena pesada. A veces es ventajoso expresar una relacién lo mas grande posible entre dos
polipéptidos, por ejemplo, en el caso de que un polipéptido sea un marcador de seleccién.

Hemos identificado elementos IRES que muestran diferentes niveles de actividad como se ve en los niveles de
expresion variables para los dos marcos de lectura abiertos (ORF) unidos por un elemento IRES que se muestra en
la Tabla 9. Una eleccién de elementos IRES con diferentes actividades permite usar el elemento IRES apropiado
para controlar los niveles de expresion relativos de dos ORF. Hemos demostrado el uso de un elemento IRES que
une dos transcripciones operativamente enlazadas a un promotor. Se contempla expresamente el uso de dos o mas
elementos IRES que unen tres 0 mas ORF. Se contemplan expresamente las construcciones de expresién con dos o
mas elementos IRES seleccionados de manera que los niveles de expresién de dos o mas ORF se modulan
selectivamente. Los elementos IRES identificados funcionan bien en vectores de integracién transitorios y estables
en las dos lineas celulares probadas, células de rifién embrionario humano (HEK293) y células de ovario de hamster
chino (CHO). Los casos preferidos de un polinucleétido de transferencia de genes incluyen todos los elementos
IRES que se muestran en la Tabla 9.

6.5 Actividad transposasa en levadura
6.5.1 Transposones en pichia pastoris

Para integrar un polinucleétido en el genoma de Pichia pastoris, generalmente es necesario linealizar una
construccion de transferencia de genes antes de la transformacion. Es ventajoso que los extremos de la
construccion de transferencia de genes lineal sean homologos a las secuencias vecinas en el genoma de Pichia
pastoris, de modo que la construccion pueda integrarse en el cromosoma mediante recombinacion homoéloga. Tales
construcciones de transferencia de genes generalmente comprenden un gen que codifica un marcador de seleccion
(por ejemplo, resistencia a zeocina (por ejemplo, SEQ ID NO: 702), norsoterisina (por ejemplo, SEQ ID NO: 701) o
geneticina (por ejemplo, SEQ ID NO: 706). Pueden obtenerse altos niveles de expresion exponiendo las células a
altos niveles del agente de seleccién correspondiente, o que da como resultado la amplificacion del gen. La
amplificacién generalmente se logra mediante la duplicacion en tandem del gen, que es una disposicion
inherentemente inestable. Debido a que los transposones se integran casi al azar en todo el genoma objetivo,
ofrecen la ventaja de una alta expresién resultante de multiples copias insertadas, al tiempo que mejoran la
estabilidad porque las copias se distribuyen por todo el genoma.

35



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2891 087 T3

Se construyeron tres transposones para modificar el genoma de Pichia pastoris y comprendian los extremos del
transposén SEQ ID NO: 2 y 12 que flanqueaban un polinucledtido heterdlogo. El polinucledtido heterdlogo
comprendia un promotor AOX (SEQ ID NO: 953) unido operativamente a un gen que codifica Dasher GFP (SEQ ID
NO: 42), y un promotor ILV5 (SEQ ID NO: 955) unido operativamente a un gen que codifica resistencia a zeocina
(SEQ ID NO: 702). Uno de estos transposones (251587) se transporté en un plasmido que comprendia el promotor
GAP SEQ ID NO: 949 unido operativamente a un gen que codifica la transposasa de Xenopus SEQ ID NO: 118; se
transportd un segundo transposoén (251588) en un plasmido que comprendia el promotor de TEF SEQ ID NO: 954
unido operativamente a un gen que codifica la transposasa de Xenopus SEQ ID NO: 118; se transportd un tercer
transposoén (251589) en un plasmido sin transposasa. Todas las transposasas eran parte de la parte no transponible
del plasmido.

Los tres transposones se transformaron como ADN circular superenrollado en células de Pichia pastoris
competentes mediante electroporacion (mediante el uso de un Bio-Rad E. coli Pulser en cubetas con un espacio de
0,2 cm y 1,5 kV). Ademas, el transposén 251589 (cuyo plasmido carecia por completo de transposasa) se
electroporé después de la linealizacion con Pmel, que corta dentro del promotor AOX. Después de la
electroporacion, las células se cultivaron en un medio no selectivo (900 ul de caldo YPD mas sorbitol 1 M) durante 5
0 24 horas a 30 °C, antes de sembrar 100 pl de cultivo en 200 pyg/ml de zeocina y se incubaron las placas a 30 °C
durante 48 horas. Se contoé el numero de colonias resistentes a zeocina en cada placa y se muestra en la Tabla 10
(columnas E y F).

Sin linealizacién, se formaron muy pocas colonias en ausencia de una transposasa (filas 9-11). Por el contrario, la
linealizacién antes de la electroporacién dio como resultado aproximadamente 1000 colonias de 100 pl de cultivo
(fila 12). De manera similar, la expresion de la transposasa de Xenopus SEQ ID NO: 118, transcrita del promotor
GAP (filas 3-5) o del promotor TEF (filas 6-8) dio como resultado decenas a cientos de colonias. Por tanto, los
transposones y transposasas de Xenopus son utiles para integrar construcciones de transferencia de genes en el
genoma de la levadura Pichia pastoris.

Breve descripcion de las tablas

Tabla 1. Integracién de transposones catalizada por transposasas modificadas con o sin sefales de localizacion
nuclear heterdloga.

Los transposones y transposasas se transfectaron en células CHO-K1 y se seleccionaron como se describe en el
Ejemplo 6.1.1. La fluorescencia se midié raspando las células y colocandolas en un fluorimetro. Las lecturas
fluorescentes obtenidas en transfecciones triplicadas independientes se muestran en las columnas JL. Las columnas
A, By F se refieren alas SEQ ID NO..

Tabla 2. Integracion de transposones con extremos de transposones modificados.

Los transposones y transposasas se transfectaron en células CHO-K1 y se seleccionaron como se describe en el
Ejemplo 6.1.2.1. La fluorescencia se midié raspando las células y colocandolas en un fluorimetro. Las lecturas
fluorescentes obtenidas en transfecciones triplicadas independientes se muestran en las columnas JL. Las columnas
A, By G se refieren a las SEQ ID NO.

Tabla 3. Integracion de transposones con extremos de transposones modificados.

Los transposones y transposasas se transfectaron en células CHO-K1 y se seleccionaron como se describe en el
Ejemplo 6.1.2.2. La fluorescencia se midi6 raspando las células y colocandolas en un fluorimetro. Las lecturas
fluorescentes obtenidas en transfecciones triplicadas independientes se muestran en las columnas JL. Las columnas
A, By G se refieren a las SEQ ID NO.

Tabla 4. Sustituciones en transposasas asociadas a hiperactividad.

Se produjeron, seleccionaron y secuenciaron transposasas mutantes de Xenopus y Bombyx como se describe en
los Ejemplos 6.3.1.1y 6.3.2.1. Las posiciones relativas a la transposasa de Xenopus SEQ ID NO: 48 se muestran en
la columna A; el aminoacido de origen natural esta en la columna B; las sustituciones que ocurrieron al menos dos
veces mas frecuentemente en una biblioteca de Xenopus seleccionada para transposicion, en comparacioén con su
frecuencia en la biblioteca sin tratamiento previo, se muestran en la columna C; las sustituciones que ocurrieron al
menos dos veces mas frecuentemente en una biblioteca de Xenopus seleccionada para la escision, en comparacién
con su frecuencia en la biblioteca sin tratamiento previo, se muestran en la columna D. Las posiciones relativas a la
transposasa de Bombyx SEQ ID NO: 407 se muestran en la columna E; el aminoacido de origen natural esta en la
columna F; las sustituciones que ocurrieron al menos dos veces mas frecuentemente en una biblioteca de Bombyx
seleccionada para transposicion, en comparaciéon con su frecuencia en la biblioteca sin tratamiento previo, se
muestran en la columna G; las sustituciones que ocurrieron al menos dos veces mas frecuentemente en una
biblioteca de Bombyx seleccionada para la escisiéon, en comparacion con su frecuencia en la biblioteca nueva, se
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muestran en la columna H. Las posiciones en las dos transposasas que comparten una linea en la tabla no
corresponden a una alineacion de secuencia entre las dos proteinas.

Tabla 5. Integracion de transposones mediante el uso de ARNm de transposasa.

Los transposones y transposasas se transfectaron en células CHO-K1 y se seleccionaron como se describe en el
Ejemplo 6.1.3.1. La fluorescencia se midi6 raspando las células y colocandolas en un fluorimetro. Las lecturas
fluorescentes obtenidas en transfecciones triplicadas independientes se muestran en las columnas JL. Las columnas
A, By E se refieren a las SEQ ID NO.

Tabla 6. Integracion de transposones mediante el uso de ARNm de transposasa.

Los transposones y transposasas se transfectaron en células CHO-K1 y se seleccionaron como se describe en el
Ejemplo 6.1.3.3. La fluorescencia se midié raspando las células y colocandolas en un fluorimetro. Las lecturas
fluorescentes obtenidas en transfecciones triplicadas independientes se muestran en las columnas JL. Las columnas
A, B, Cy F se refieren a las SEQ ID NO.

Tabla 7. Integracion de transposones derivados de Xenopus para la expresion de dos polipéptidos.

Los transposones comprendian secuencias diana 5'-TTAA-3', secuencias terminales de transposones SEQ ID NO: 2
y SEQ ID NO: 12, y el promotor EFla y el intron operativamente ligado a un gen que codifica DasherGFP (filas 2-23)
o CayenneRFP (fila 1). Para las filas 3-7, los vectores comprendian ademas un gen que codifica CayenneRFP unido
operativamente a los elementos de control de la expresion mediante una secuencia de acoplamiento traduccional (la
SEQ ID NO se proporciona en la columna A). Para las filas 8-23, los vectores comprendian ademas un gen que
codifica Cayenne RFP unido operativamente a un segundo potenciador (columna I), un segundo promotor (columna
J), un segundo intrén (columna K) y una segunda sefial de poliadenilacion (columna L). Opcionalmente, se intercald
una secuencia aislante entre la primera sefial de poliadenilacion y el segundo potenciador (columna H). Los
transposones comprendian una secuencia cuya SEQ ID NO. se da en la columna A entre los dos ORF. Los
transposones se transfectaron en transfecciones triplicadas independientes en células CHO junto con un gen que
codifica una transposasa (SEQ ID NO. 48) fusionado a una sefial de localizacion nuclear heterdloga. Se
seleccionaron las células y se midi6 la expresion de las proteinas fluorescentes (las columnas M y N muestran los
promedios de 3 medidas para cada proteina fluorescente) como se describe en el Ejemplo 6.2.1.

Tabla 8. Integracion de transposones derivados de Xenopus para la expresion de dos polipéptidos.

Los transposones comprendian secuencias diana 5'-TTAA-3', secuencias terminales de transposones SEQ ID NO: 2
y 12, y un potenciador (columna F), promotor (columna G) e intrén (columna H) unidos operativamente a un gen que
codifica DasherGFP. Para las filas 3-6, los vectores comprendian ademas un gen que codifica CayenneRFP unido
operativamente a los elementos de control de la expresidon mediante una secuencia de acoplamiento traduccional
(secuencias identificadas en la columna A). Para las filas 7-18, los vectores comprendian ademas un gen que
codifica Cayenne RFP unido operativamente a un segundo potenciador (columna K), un segundo promotor (columna
L) y un segundo intrén (columna M). Las sefales de poliadenilacion se vincularon al primer (columna I) y al segundo
(columna N) marcos de lectura abiertos. Opcionalmente, se intercalé una secuencia aislante entre la primera sefial
de poliadenilacion y el segundo potenciador (columna J). Los transposones comprendian una secuencia cuya SEQ
ID NO. se proporciona en la columna A entre los dos ORF. Los transposones se transfectaron en células CHO,
opcionalmente (como se indica en la columna O) junto con un gen que codifica una transposasa (SEQ ID NO: 48)
fusionado a una sefial de localizacion nuclear heterdloga; se seleccionaron las células y se midio la expresion de las
proteinas fluorescentes (columnas P-U) como se describe en el Ejemplo 6.2.2. Las filas 1-2 y 19-20 muestran la
transfeccion de construcciones que codifican solo GFP (filas 1-2 o RFP (filas 19-20). Las filas 21 y 22 muestran la
cotransfeccion de las construcciones mostradas en las filas 1 y 19. Los detalles se dan en la Seccién 6.2.2.

Tabla 9. Expresién de sistemas de transferencia de genes que comprenden genes que codifican dos polipéptidos
unidos por elementos de acoplamiento traduccional IRES (5).

Los polinucledtidos de transferencia de genes comprendian un potenciador, un promotor, un intrén y una sefial de
poliadenilacion unida operativamente a un gen que codifica DasherGFP, un elemento IRES y un gen que codifica
CayenneRFP. Las SEQ ID NO. de los elementos IRES se dan en la columna A). Los vectores se transfectaron en
células HEK o CHO y se midid la expresion de las proteinas fluorescentes como se describe en el Ejemplo 6.4.1. La
fluorescencia relativa de las dos proteinas se muestra en la columna B (HEK) o F (CHO). El nivel de expresion
relativo de CayenneRFP a DasherGFP se calculd corrigiendo los niveles de fluorescencia relativa de las dos
proteinas (CayenneRFP solo produce 0,3 veces la sefial de DasherGFP para el mismo nivel de proteina). Esta es la
eficiencia IRES que se muestra en la columna C (HEK) o G (CHO). El nivel de expresion de DasherGFP en la
construccion IRES se compard con la expresion de DasherGFP de una construccion que carece de IRES y
CayenneRFP y se muestra como % GFP mostrado en la columna D (HEK) o H (CHO). El nimero de experimentos
independientes que miden la expresion de cada IRES en cada sistema se muestra en la columna E (HEK) o | (CHO).

37



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2891 087 T3

Tabla 10. Transposones de Xenopus en Pichia pastoris

Se construyeron tres transposones (columna B) para modificar el genoma de Pichia pastoris, y comprendian
secuencias diana 5'-TTAA-3' y SEQ ID NO: 2 y 12 del extremo del transposén que flanquean un polinucleétido
heter6logo como se describe en la Seccién 6.5.1. Los plasmidos de las filas 3-8 también comprendian un promotor
(cuya SEQ ID NO. se proporciona en la columna D) operativamente enlazado a un gen que codifica la transposasa
de Xenopus SEQ ID NO: 118 en una porcién no transponible del plasmido. Se transformaron diferentes cantidades
(columna D) de los tres transposones en células de Pichia pastoris competentes, se cultivaron y se colocaron en
placas como se describe en la Seccién 6.5.1. Se contd el nUmero de colonias resistentes a zeocina en cada placa
después de que las células crecieran en medio no selectivo (900 pl de caldo YPD mas sorbitol 1 M) durante 5
(columna E) o0 24 horas (columna F) a 30 °C.

Tabla 11. Sustituciones que confieren hiperactividad a la transposasa de Xenopus.

Se crearon variantes de transposasa, se midieron las frecuencias de transposicion y se model6 el efecto de las
sustituciones de aminoacidos sobre las frecuencias de transposicion como se describe en las Secciones 6.3.1 y
6.3.2. La columna A muestra la posicién de las sustituciones en la numeracién de la transposasa de Xenopus desde
el comienzo de la SEQ ID NO: 48, la columna B muestra la identidad de ese aminoacido en la SEQ ID NO: 48, la
columna C muestra la identidad de una sustitucion de aminoacido que confiere hiperactividad en la transposasa, la
columna D muestra el peso de regresion medio de esa sustitucion y la columna E muestra la desviacion estandar de
la ponderacion de regresion. La columna F muestra la posicion de las sustituciones en la numeracién de la
transposasa de Bombyx desde el comienzo de la SEQ ID NO: 407, la columna G muestra la identidad de ese
aminoacido en la SEQ ID NO: 407, la columna H muestra la identidad de una sustitucion de aminoacido que confiere
hiperactividad en la transposasa, la columna | muestra la ponderacion de regresién medio de esa sustitucion y la
columna J muestra la desviacién estandar del peso de regresion.

Tabla 12. Transposasa hiperactiva de Xenopus activa como ARNm en células CHO.

Los transposones se cotransfectaron en células CHO con ADN plasmidico (fila 2) o ARNm (filas 3-14) que codificaba
una transposasa de Xenopus (con SEQ ID NO. mostrada en la columna C) fusionada a una sefial de localizacién
nuclear heterdloga. Las cantidades de transposon y acido nucleico de transposasa transfectadas en 1 ml de células
CHO se muestran en las columnas E y F. La transfeccion, el crecimiento y la seleccion fueron como se describe en
la Seccién 6.1.3.3. La expresion de Dasher GFP se midi6 en un fluorimetro de placa. La fila 15 muestra un control
sin ADN. Las columnas H e | muestran fluorescencia de muestras duplicadas 3 dias después de la transfeccion, pero
antes de la seleccion, las columnas J y K muestran fluorescencia de muestras duplicadas inmediatamente después
de una seleccion de 10 dias, las columnas L y M muestran fluorescencia de muestras duplicadas 5 dias después de
la seleccion.

Tabla 13. Transposasas hiperactivas de Xenopus y Bombyx activas como ARNm en células CHO.

Los transposones comprendian secuencias terminales de transposones con SEQ ID NO. dadas en las columnas B y
C flanqueadas por secuencias diana indicadas en la columna D. Los transposones ademas comprendian un
potenciador de CMV y un promotor de CMV operativamente ligado a un gen que codifica DasherGFP, y un gen que
codifica puromicina acetil transferasa unido operativamente a un promotor con SEQ ID NO. mostrado en la columna
F. Se cotransfectaron transposones (750 ng) con 250 ng de ARNm que codifica una transposasa con SEQ ID NO.
mostrado en la columna G, fusionados a una sefial de localizacion nuclear heterdloga. La transfeccion, el
crecimiento y la seleccién fueron como se describe en la Secciéon 6.1.3.4. La expresion de Dasher GFP se midi6 en
un fluorimetro de placa. La fila 16 muestra un control sin ADN. Las columnas H, | y J muestran fluorescencia de
muestras por triplicado.

Tabla 14. Frecuencias de transposicion relativas para transposasas hiperactivas.

Se crearon variantes de transposasa y se midieron las frecuencias de transposicion en Saccharomyces cerevisiae
como se describe en la Seccién 6.3.1y 6.3.2. La columna A muestra la SEQ ID NO. de transposasas hiperactivas de
Xenopus, la columna B muestra la frecuencia de transposicion de la transposasa hiperactiva en Saccharomyces
cerevisiae, con respecto a la frecuencia de la secuencia de origen natural SEQ ID NO: 48 en condiciones idénticas.
La columna C muestra la SEQ ID NO. de transposasas de Bombyx hiperactivas, la columna D muestra la frecuencia
de transposicion de la transposasa hiperactiva en Saccharomyces cerevisiae, con respecto a la frecuencia para la
secuencia de origen natural SEQ ID NO: 407 en condiciones idénticas.

Tabla 15. Transposasas de Bombyx hiperactivas activas en las células CHO.
Los transposones comprendian secuencias terminales de transposones con SEQ ID NO. dadas en las columnas B y
C, flanqueadas por secuencias diana dadas en la columna D. Los transposones ademas comprendian un promotor

(columna F) operativamente ligado a un gen que codifica DasherGFP, y un gen que codifica puromicina acetil
transferasa operativamente enlazado a un promotor con la SEQ ID NO. que se muestra en la columna E. Los
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transposones (750 ng) se cotransfectaron con 250 ng de ARNm (columna I) o ADN (columna J) que codifica una
transposasa con la SEQ ID NO. que se muestra en la columna K, fusionada a una sefal de localizacién nuclear
heterdloga. Las columnas L, M y N muestran la absorbancia a 600 nm para muestras por triplicado. Las columnas O,
P y Q muestran la fluorescencia DasherGFP de las muestras correspondientes. Los detalles experimentales se dan
en la Seccién 6.3.2.2.

Tabla 16. Transposasas hiperactivas de Xenopus activas en células CHO.

Los transposones comprendian secuencias aislantes con las SEQ ID NO. mostradas en las columnas D y E, dentro
de las secuencias del extremo del transposén SEQ ID NO: 2 y 12, flanqueadas por secuencias diana 5'-TTAA-3'. Los
transposones comprendian ademas un promotor (columna C) operativamente ligado a un gen que codifica
DasherGFP, y un gen que codifica puromicina acetil transferasa operativamente ligado a un promotor con la SEQ ID
NO. que se muestra en la columna B. Los transposones (750 ng) se cotransfectaron con 250 ng ADN que codifica
una transposasa con SEQ ID NO. que se muestra en la columna F, fusionado a una sefal de localizacién nuclear
heterdloga. Las columnas G, H e | muestran la fluorescencia DasherGFP de las transfecciones independientes por
triplicado de las muestras correspondientes. Los detalles experimentales se dan en la Seccion 6.3.1.2.

7. Referencias

Las realizaciones especificas descritas en la presente descripcion se ofrecen unicamente a modo de ejemplo.
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ES 2891 087 T3

Tabla 10
A B C D E F
configuracion de|SEC Promotor de|ADN crecimiento 5
1 Construccion plasmido transposasa* (ug) horas 24 horas
2 N/A N/A N/A 0 0 0
3 251587 circular 949 0,2 0 48
4 251587 circular 949 1 11 93
5 251587 circular 949 2 26 276
6 251588 circular 954 0,2 13 58
7 251588 circular 954 1 60 221
8 251588 circular 954 2 137 456
9 251589 circular ninguno 0,2 2 0
10 |251589 circular ninguno 1 0 1
11 251589 circular ninguno 2 1 6
12 251589 lineal ninguno 1 661 ~1000
*SEQ ID NO:
Tabla 11
A B C D E F G H | J
Posicion de Peso Posicion de Peso
Xenopus De |Para Peso estandar Bombyx De Para Peso estandar
6 Y C 0,09 0,03 85 Q E -0,01 0,03
7 S G 0,25 0,05 92 Q A 0,09 0,03
9 E D 0,00 0,01 92 Q L -0,06 0,08
16 M S 0,23 0,05 92 Q N -0,04 0,02
18 S G -0,03 0,05 93 \Y L 0,35 0,08
19 S G 0,05 0,02 93 \Y M 0,20 0,09
20 S D 0,20 0,02 96 P G 0,07 0,02
20 S G 0,26 0,03 97 F C 0,03 0,03
20 S Q 0,40 0,05 97 F H 0,18 0,03
21 E D 0,38 0,07 165 H E 0,28 0,07
22 E Q 0,17 0,05 165 H w 0,27 0,07
23 F P 0,25 0,07 178 E H 0,13 0,06
23 F T 0,37 0,10 178 E S 0,29 0,04
24 S Y 0,17 0,05 189 C P 0,12 0,08
26 S \Y 0,10 0,05 196 A G 0,48 0,02
28 S Q 0,10 0,03 200 L F -0,10 0,08
31 \Y K 0,04 0,02 200 L | 0,46 0,05
34 A E 0,03 0,02 200 L M 0,01 0,02
67 L A 0,10 0,04 201 A Q 0,22 0,10
73 G H 0,29 0,06 203 L T -0,03 0,11
76 A \Y 0,15 0,04 207 N G -0,01 0,07
77 D N 0,11 0,02 211 L A 0,20 0,03
88 P A 0,05 0,02 215 W Y 0,19 0,03
91 N D 0,14 0,06 217 T A -0,05 0,02
141 Y A 0,14 0,03 217 T K 0,00 0,08
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ES 2891 087 T3

(Continuacion)

A B C D E F G H | J
Posicion de Peso Posiciéon de Peso
Xenopus De Para |Peso estandar Bombyx De Para |Peso estandar
141 Y Q 0,33 0,04 219 G A -0,04 0,04
145 N E 0,03 0,02 219 G S 0,02 0,03
145 N \Y 0,02 0,03 235 Q G 0,13 0,08
146 P K 0,10 0,03 235 Q N -0,06 0,09
146 P T 0,11 0,04 235 Q Y 0,33 0,08
146 P \Y 0,11 0,03 238 Q L 0,51 0,08
148 P H 0,03 0,02 242 R Q -0,06 0,06
148 P T 0,42 0,04 246 K | 0,24 0,05
150 Y C 0,10 0,05 253 K \Y 0,32 0,10
150 Y G 0,25 0,05 258 M \Y 0,18 0,06
150 Y S 0,21 0,04 261 F L 0,15 0,05
157 H Y 0,37 0,06 263 S K 0,28 0,07
162 A C 0,18 0,06 271 C S 0,36 0,04
179 A K 0,36 0,04 303 N R 0,11 0,07
182 L | 0,27 0,06 312 | \Y -0,02 0,08
182 L \Y 0,16 0,08 321 F D 0,12 0,06
189 T G 0,04 0,03 321 F W 0,18 0,08
192 L H 0,01 0,02 323 \Y T 0,01 0,02
193 S K 0,03 0,05 324 \Y H 0,28 0,07
193 S N 0,03 0,03 324 \Y K 0,32 0,08
196 \Y | 0,03 0,02 330 A \Y 0,34 0,09
198 S G 0,26 0,04 333 Q M 0,00 0,04
200 T W 0,02 0,02 337 P A -0,02 0,03
202 S A -0,01 0,06 368 F Y -0,08

210 L H 0,15 0,05 373 L C 0,25 0,06
212 F N 0,17 0,09 373 L \Y 0,10 0,04
218 N E 0,11 0,06 389 \Y L 0,15 0,05
248 A N 0,50 0,05 394 R T -0,01 0,11
263 L M 0,35 0,06 395 Q P -0,11 0,10
270 Q L 0,07 0,03 399 S N 0,07 0,02
294 S T 0,23 0,06 402 R K 0,11 0,06
297 T M 0,18 0,07 403 T L 0,09 0,04
304 E Q -0,02 0,03 404 D | -0,02 0,01
308 S R 0,05 0,03 404 D M 0,10 0,07
310 L R 0,26 0,07 404 D Q 0,35 0,07
333 L M 0,14 0,09 404 D S 0,27 0,07
336 Q M 0,02 0,05 408 N H -0,03 0,03
354 A H 0,12 0,03 409 S N -0,07 0,08
357 C \Y 0,31 0,06 441 N R 0,02 0,08
358 L F 0,08 0,04 448 G W 0,09 0,05
359 D N 0,28 0,09 449 E A 0,04 0,05
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ES 2891 087 T3

(Continuacion)

A B C D E F G H | J
Posiciéon de Posicion
Xenopus De Pes’o de Pes'o
Para| Peso estandar Bombyx De Para| Peso estandar
377 L | 0,10 0,08 469 \Y T 0,02 0,03
423 \Y H 0,25 0,06 472 L M -0,06 0,07
426 P K 0,21 0,07 473 C Q 0,30 0,04
428 K R 0,04 0,04 484 R K 0,15 0,10
434 S A -0,06 0,09 507 T C 0,17 0,03
438 S A 0,08 0,05 523 G A 0,10 0,03
447 T A 0,20 0,05 527 | M 0,05 0,11
447 T C -0,01 0,04 528 Y K 0,80 0,08
447 T G 0,34 0,07 543 Y | 0,20 0,06
450 L \Y 0,08 0,05 549 E A 0,18 0,02
462 A H 0,67 0,03 550 K M 0,28 0,07
462 A Q 0,37 0,04 556 S \ -0,04 0,07
467 \Y C -0,04 0,04 557 P S 0,22 0,06
469 | \Y 0,21 0,05 559 H K -0,04 0,06
472 | L 0,01 0,06 560 \Y F -0,01 0,02
476 L M -0,02 0,05 561 N P -0,04 0,05
488 P E 0,00 0,05 562 \Y Y -0,08 0,05
498 Q M 0,17 0,09 567 \ H 0,00 0,05
502 L \Y 0,31 0,07 567 \Y | 0,02 0,05
517 E | 0,05 0,02 583 S M -0,02 0,05
520 P D 0,35 0,05 601 E \Y 0,31 0,06
520 P G 0,09 0,07 605 E C -0,11 0,09
520 P K 0,00 0,03 605 E H 0,28 0,05
521 S G 0,00 0,05 605 E M -0,06 0,06
523 N S 0,34 0,05 605 E W 0,05 0,05
533 | E 0,02 0,07 607 D C -0,05 0,02
534 D A 0,17 0,04 607 D H 0,04 0,03
576 F E 0,12 0,05 607 D K -0,02 0,01
576 F R 0,42 0,06 607 D N -0,02 0,04
577 K | 0,26 0,03 609 S H 0,25 0,03
582 | R 0,01 0,07 609 S \Y -0,02 0,01
583 Y F 0,06 0,07 610 L | 0,19 0,03
587 L W 0,03 0,07
587 L Y 0,35 0,06

75




ES 2891 087 T3

‘ON dl O3S«

d) el vl ) 082 %€z VIN 0 o/  ounBuu ounbuu| ou| ou g
. sajugsie
vPeS 9125 ovgl zese 805 v¥o bl Bu 005 Buoos| ¢ >_s_o GLL| oul syl
€118 9198 £e22 6172 500 926 1z Bu 0ge Bupgg|  SSIMESE si| oul s gl
uIs AWD
LIGL 0196 2108 Zrre 8o 2.8 Le Bu 052 Buogy &~ oWEISEE suL| oul 1s gl
uIs AWD .
1oy 8129 €582 se6e 089 99 b Bu 005 Bugog| | oIEISIe 681 ou| 1s |}
uIs AWD .
1LY 9218 9611 6LLL 59 168 L'z Bu 0gg Bupgg|  SoMEISE 6gL| ou| 1s oL
uIs AWD .
£zes €885 Z101 £L0Z ozv 1001 be Bu 052 Buggy &~ SoMEISe 6gL| ou| 1s 6
uIs AWD
126 2915 821 £9z2 s 8vs L Bu 005 Bupog|  SoMEIsE goL| ou|l 1%, 8
uIs AWD o
. sajugsie
60.S 9€65 0s€ 8161 0LL vs bz Bu oge Buoge| s >_s_o goL| oul s ¢
0¥09 622y £502 Zvel oy 9001 Ve Bu 05z Bupgs| — SoMEISE goL| oul 1s 9
uis AWD
gLl el 6el vl Lge oty Ll Bu 00g Bugog, — oWEISE g¥| ou| 1s g
uis AWD
228 061 - 8z 606 916 Lz Bu oge Bupgg|  SSIEISE gy| oul s ¥
uIs AWD
622y Lizy 916 1ge 9.6 el Le Bu 06z Bupgy| — SOIMEISE gr| oul 1s ¢
uIs AWD
erl €ez 151 ZLL 629 0SLL VIN ounBuiu wN| o SSEse gr| 1s| ou z
: uIs AWD :
uoi9esadnoay | uoioeladnoay | UOID29|9G | UOIDD9]9G | OLOYSURI] | OLONSUBI] | NYVNQY | esesodsuel) |uosodsues | |uosodsues) | esesodsuel) | NQY | N¥Y
uoloe@y 03s l
m 1 5 r | H 5 1 3 a o a | v

¢l elqelL

76



ES 2891 087 T3

‘ON dI D3S

/8 6| /8 V/N V/N| ounBuiu /N /N V/N ounbuiu | 9|
v6| v6| 6.¢ ounBuju /£6| xAquiog | &-vV 116 0¢ 4 LL90¥T |SL
189| 808| 99 8601 /£6| xAquiog | &-v¥V11-.G 0¢ zz LL90VZ | PL
68| 68| L¥9 L0V 1¢6| xAquiog | &-vV11-G o€ 4 LL90vE | €L
v6| 6| 88 ounBuiu 1¢6| xAquog | -1V 11-.S 62 €z ¥60¥61 |21
.| 68| 801 8601 /£6| xAquiog | £-1V11-.G 62 o4 60761 | LL
0€9| OLL| 9Z¥ L0V /£6| xAquog | £-1V11-.G 62 o4 60761 | 0L
€9 89 99 ounbuiu Zv6 | sndouaX | £-vV L1-S 4! Z eYLOrZ | 6
veee | L9ge| Shie Gl Zv6 | sndouax | £-vv 11-S zl Z crLove| 8
ZoL| ¢€6| 6 ounBuiu Zv6 | sndouay | £-vv11-S Ll G601 G55z | L
GOEY | 9V/E| VE6T G/l Zv6 | sndouay | £-vV11-5 Ll 5601 GSSLPZ| 9
891L¢ 16| ¥852 681 Zv6 | sndousy | £-vv11-S Ll 5601 GSSLYZ| §
v8| ¥8| 9z ounbuiu /£6|sndoudx | £-vv11-S 4! Z LGL/8L | ¥
GeL| 2196| 606 681 /€6 | sndouax | &-vvL11-G zl Z LGL/8L| €
6/6| €9| 6/8 Gl /€6 | sndoudy | £-vV 116 4" 4 LGLi8L| 2
£d49 [2d49 | 1d4D | esesodsues} 93§ | ,0und 1ojowosd HJS | ewaysis | Ju| OIS | .eyda19p O3S | epsainbzi 93§ | uosodsues| |
r _ H ) E| 3 a o) 9 Y

gl e|qel

77



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2891 087 T3

Tabla 14
A B C D
SEC Xenopus * hiperactividad SEC Bombyx * hiperactividad
228 9 654 1,3
244 7 639 1,9
247 6 634 2,0
252 6 619 3
268 5 614 3
51 0,4 1097 4
64 80 596 4
56 126 595 4
57 122 588 5
124 25 557 7
52 414 518 11
58 116 517 11
54 127 508 12
73 58 491 15
71 64 488 15
65 79 457 31
63 91 449 35
62 95 417 94
61 99 416 97
59 112 415 107
168 15 414 122
189 13 413 130
175 15 412 164
118 22
211 10
216 9
*SEQ ID NO:
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REIVINDICACIONES

Una transposasa que tiene al menos un 90 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:407 o 415, en
donde la transposasa no tiene una secuencia de origen natural, que comprende al menos una sustitucion de
aminoacido, con respecto a la SEQ ID NO:407, como se muestra en la Tabla 4, columna G o H o la Tabla 11,
columna H.

La transposasa de la reivindicacion 1 que tiene una combinacién de sustituciones con respecto a la SEQ ID
NO:407 mostrada en la Tabla 4, columnas G y H y actividad mejorada con respecto a la SEQ ID NO:407.

La transposasa de la reivindicacion 1 que tiene una actividad mejorada con respecto a la SEQ ID NO:407, por
ejemplo, mayor en 1,5, 2, 5, 10, 20, 50 o 100 veces.

La transposasa de la reivindicacion 1, que cuando se fusiona con una secuencia de localizacién nuclear
heteréloga puede (i) escindir un transposén de SEQ ID NO:47, o (ii) transponer un transposén de SEQ ID
NO:47, al escindir el transposon e integrarlo en el ADN gendmico de una célula diana.

La transposasa de la reivindicacion 1, que comprende al menos una sustitucion de aminoacido, con respecto
ala SEQ ID NO:407, como se muestra en la Tabla 11, columna H.

La transposasa de la reivindicacion 1, que comprende mas de una sustitucion de aminoacido, con respecto a
la SEQ ID NO:407, como se muestra en la Tabla 11, columna H.

La transposasa de la reivindicacion 1, que comprende al menos una sustitucion de aminoacido en una de las
siguientes posiciones (numeradas de acuerdo con la SEQ ID NO:407): 92, 93, 96, 97, 165, 178, 189, 196,
200, 201, 211, 215, 235, 238, 246, 253, 258, 261, 263, 271, 303, 321, 324, 330, 373, 389, 399, 402, 403, 404,
448, 473, 484, 507, 523, 527, 528, 543, 549, 550, 557, 601, 605, 607, 609 o 610.

La transposasa de la reivindicacion 1, que comprende al menos una de las siguientes sustituciones de
aminoacidos, con respecto a la SEQ ID NO:407: Q92A, V93L, VI3M, P96G, F97H, FO7C, H165E, H165W,
E178S, E178H, C189P, A196G, L200I, A201Q, L211A, W215Y, G219S, Q235Y, Q235G, Q238L, K246l,
K253V, M258V, F261L, S263K, C271S, N303R, F321W, F321D, V324K, V324H, A330V, L373C, L373V,
V389L, S399N, R402K, T403L, D404Q, D404S, D404M, N441R, G448W, E449A, V469T, C473Q, R484K,
T507C, G523A, 1527M, Y528K, Y543l, E549A, K550M, P557S, E601V, E605H, E605W, D607H, S609H o
L610l.

La transposasa de la reivindicaciéon 1, en donde la transposasa comprende una secuencia seleccionada de
una de las SEQ ID NO:409-697.

La transposasa de la reivindicacion 1, que comprende ademas una secuencia de localizacion nuclear
heterdloga.

Un polinucledétido que codifica la transposasa de cualquier reivindicacion anterior.
El polinucleétido de la reivindicacion 11, en donde el polinucleétido es una molécula de ARNm.

El polinucleétido de la reivindicacion 11, en donde el polinucleétido comprende un promotor unido
operativamente a un segmento del polinucleétido que codifica la transposasa.

Un método para crear una célula transgénica que comprende (i) introducir en una célula eucariota (a) la
transposasa de la reivindicacidon 1, en donde la transposasa i) se proporciona como una proteina, que se
introduce en la célula, o ii) se proporciona como un polinucleétido, opcionalmente ARNm, que codifica la
transposasa, que se introduce en la célula y expresa la transposasa, y (b) un polinucleétido que comprende
un transposon que comprende extremos del transposén de un transposoén similar a piggyBac que flanquea un
polinucledtido heterélogo, en donde un extremo del transposén comprende al menos 16 bases contiguas de
SEQ ID NO:25 y el otro extremo del transposén comprende al menos 16 bases contiguas de SEQ ID NO:31 e
(i) identificar una célula en la que el transposén esta incorporado en el genoma de la célula eucariota; en
donde el método no implica modificar la identidad genética de la linea germinal de ningin ser humano.

La transposasa de la reivindicacidon 1 para su uso en terapia génica, en donde no se modifica la identidad
genética de la linea germinal de ningun ser humano.
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