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DESCRIPCION
Método para mejorar la produccién de proteinas

La invencién se refiere a los campos de bioquimica, biologia molecular y farmacologia. Mas especificamente la
presente invencion se refiere a la produccion de proteinas en una célula (hospedadora).

Las proteinas se producen en sistemas para una amplia gama de aplicaciones en biologia y biotecnologia. Estas
incluyen investigacion en la funcion celular y molecular, produccién de proteinas como reactivos de diagnostico o
productos biofarmacéuticos y modificacion de los caracteres o fenotipos de animales de ganado y cultivos. Los
productos biofarmacéuticos son habitualmente proteinas que tienen una funcién extracelular, tales como anticuerpos
para inmunoterapia u hormonas o citocinas para provocar una respuesta celular. Las proteinas con funciones
extracelulares salen de la célula mediante la ruta secretora, y se someten a modificaciones tras la traduccion durante
la secrecion (Chevet et al. 2001). Las modificaciones (principalmente glicosilacién y formacion de enlaces disulfuro)
no se producen en las bacterias. Ademas, los oligosacaridos especificos unidos a las proteinas mediante enzimas
glicosilantes son especificos para el tipo de célula y especie. Estas consideraciones a menudo limitan la eleccion de
células hospedadoras para la produccion de proteinas heterdlogas a células eucariotas (Kaufman, 2000). Para la
expresion de proteinas terapéuticas humanas, las células hospedadoras tales como bacterias, levaduras o plantas
pueden ser inapropiadas. Incluso las diferencias sutiles en la glicosilacion de proteinas entre roedores y seres
humanos, por ejemplo, puede ser suficiente para hacer que las proteinas producidas en células de roedor sean
inaceptables para uso terapéutico (Sheeley et al., 1997). Las consecuencias de la glicosilacién inapropiada (es decir
no humana) incluyen inmunogenicidad, semivida funcional reducida y pérdida de actividad. Esto limita
adicionalmente la eleccion de células hospedadoras, a lineas celulares humanas o a lineas celulares tales como
células de ovario de hamster chino (CHO), que pueden producir glicoproteinas con estructuras de hidratos de
carbono similares a la humana (Liu, 1992).

Algunas proteinas de interés biotecnoldgico son funcionales como multimeros, es decir consisten en dos o mas
cadenas de polipéptidos posiblemente diferentes en su forma bioldgica y/o biotecnolégicamente activa, por ejemplo
los anticuerpos (Wright y Morrison, 1997). La produccion de tales proteinas multiméricas en sistemas heterdlogos es
dificil técnicamente debido a varias limitaciones de los sistemas de expresion actuales. Estas limitaciones incluyen
(1) dificultades al aislar lineas celulares/células recombinantes que producen los polipéptidos monoméricos en
niveles altos (previsibilidad y rendimiento), y (2) disminuciones en los niveles de expresion durante el ciclo de
produccion industrial de las proteinas (estabilidad). Estos problemas se describen en mas detalle a continuacion.

(1) Las proteinas recombinantes tales como los anticuerpos que se usan como compuestos terapéuticos necesitan
producirse en grandes cantidades. Las células hospedadoras usadas para la produccién de proteinas recombinantes
deben ser compatibles con la escala de los procesos industriales que se emplean. Especificamente, el sistema de
expresion del transgén (o el gen que codifica para una proteina de interés, los dos términos se usan
intercambiablemente en el presente documento) usado para la proteina heter6loga necesita retenerse por las células
hospedadoras en una forma activa y estable durante las fases de crecimiento de ampliacion a escala y de
produccién. Esto se logra mediante la integracion del transgén dentro del genoma de la célula hospedadora. Sin
embargo, la creacion de lineas celulares recombinantes mediante medios convencionales es un proceso ineficaz y
costoso debido a la imprevisibilidad de la expresion transgénica entre las células hospedadoras recombinantes. La
imprevisibilidad es producto de la alta probabilidad de que el transgén se vuelva inactivo debido al silenciamiento
génico (McBurney et al., 2002). Usando tecnologias convencionales, la proporcion de células hospedadoras
recombinantes que producen un polipéptido a niveles altos oscila entre el 1-2%. Con el fin de construir una linea
celular que produce dos polipéptidos a niveles altos, los dos transgenes estan integrados generalmente de manera
independiente. Si los dos transgenes se transfectan simultdneamente en dos acidos nucleicos separados, la
proporcion de células que produciran ambos polipéptidos en niveles altos serd el producto aritmético de las
proporciones para transgenes individuales. Por tanto la proporcion de tales lineas celulares recombinantes oscila
desde uno de cada 2.500 hasta uno de cada 10.000. Para proteinas multiméricas con tres 0 mas subunidades, las
proporciones disminuyen adicionalmente. Estas lineas celulares de alta produccién deben identificarse y aislarse
posteriormente del resto de la poblacién. Los métodos requeridos para seleccionar estas lineas celulares de alta
expresion poco comunes llevan mucho tiempo y son caros.

Una alternativa a la transfeccion simultanea de dos &cidos nucleicos que portan transgenes es la transfeccion
secuencial. En este caso la proporcién de clones de alto rendimiento serd la suma de las proporciones para
transgenes individuales, es decir el 2-4%. Sin embargo la transfeccion secuencial tiene desventajas (importantes),
incluyendo altos costes y mala estabilidad. Los altos costes resultan de diversos factores: en particular, el tiempo y
los recursos requeridos para seleccionar lineas celulares de alta expresién se duplican, puesto que debe
seleccionarse por separado la alta expresion de cada subunidad. La mala estabilidad global de células
hospedadoras que expresan dos polipéptidos es una consecuencia de la inestabilidad inherente de cada uno de los
dos transgenes.

(2) El silenciamiento de la expresién transgénica durante el cultivo de células hospedadoras prolongado es un
fendbmeno comdnmente observado. En células de vertebrados puede provocarse mediante la formacion de
heterocromatina en el locus del transgén, que previene la transcripcién del transgén. El silenciamiento transgénico
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es estocastico; puede producirse poco después de la integracion del transgén en el genoma, o sélo tras varias
divisiones celulares. Esto da como resultado poblaciones de células heterogéneas tras un cultivo prolongado, en las
que algunas células continGan expresando niveles altos de proteina recombinante mientras que otras expresan
niveles bajos o indetectables de la proteina (Martin y Whitelaw, 1996, McBurney et al., 2002). Una linea celular que
se usa para la produccion de proteinas heterdlogas se deriva de una Unica célula, sin embargo a menudo se
aumenta la escala, y se mantiene durante periodos de tiempo largos, a densidades celulares de mas de diez
millones de células por mililitro en cultivadores de 1.000 litros o mas. Estas poblaciones de células grandes (1014 -
10" células) son propensas a graves disminuciones en la productividad debido al silenciamiento transgénico
(Migliaccio et al., 2000, Strutzenberger et al., 1999).

La inestabilidad de la expresion de células hospedadoras recombinantes es particularmente grave cuando se
amplifican los nimeros de copias de transgenes en un intento por aumentar los rendimientos. La amplificacién
transgénica se logra por ejemplo incluyendo un gen de marcador seleccionable tal como dihidrofolato reductasa
(DHFR) con el transgén durante la integracion (Kaufman, 2000). Concentraciones aumentadas del agente de
seleccion (en el caso de DHFR, el farmaco metotrexato) seleccionado para células que han amplificado el nimero
de genes DHFR en el cromosoma (Kaufinan y Sharp 1982). Puesto que el transgén y DHFR estan ubicados
conjuntamente en el cromosoma, el nimero de copias del transgén también aumenta. Esto se correlaciona con un
aumento en el rendimiento de la proteina heteréloga (Kaufman, 1990). Sin embargo, las repeticiones en tdndem de
transgenes que resultan de la amplificacion son sumamente susceptibles al silenciamiento (Garrick et al., 1998,
Kaufman, 1990, McBurney et al., 2002).

Existe por tanto una necesidad clara de una tecnologia de expresién de proteinas (heterélogas) alternativa y
especificamente un método de expresion de proteinas que supera los problemas explicados anteriormente. Se
necesita alin mas un sistema de expresion que i) proporcione alta previsibilidad de la expresion, permitiendo la
expresion balanceada de multiples cadenas, ii) proporcione altos rendimientos v, iii) proporcione estabilidad durante
un periodo extendido durante el cual se necesita producir la proteina en grandes cantidades. Esta estabilidad se
necesita particularmente cuando estan presentes altos nimeros de copias en una célula y es probable que se
produzca el silenciamiento.

En una realizacion la presente invencién usa una secuencia de pausa de transcripcion (TRAP) para potenciar una
expresion de proteina caracteristica de una unidad de expresion de proteinas. Se cree que una TRAP previene al
menos en parte la formacion de ARN antisentido o previene al menos en parte que la transcripcion entre a dicha
unidad de expresion de proteinas. Sin limitarse por la teoria se cree que el presente bloqueo contraintuitivo de la
transcripcion conduce a la transcripcion estable de un transgén. Debido al bloqueo no se forma ARN antisentido y
por tanto se inhibe la formacion de ARNbc (bicatenario). Esto puede conducir a una reduccion o prevencion
completa del denominado ARNI, que implica la formacion de ARNbc de 21 a 23 pares de bases. Se cree que ARNi
estd implicado en el silenciamiento génico. Una manera de funcion de la presente invencion puede ser que tal
silenciamiento inducido por ARNi se previene al menos en parte.

¢, Como puede producirse ARNbc a partir de transgenes que no estan disefiados para hacerlo? La situacion es lo
mas facil de imaginar cuando los transgenes se integran como copias multiples en orientaciones invertidas en el
genoma y cuando como resultado la transcripcion de los transgenes es convergente (figura 1A). En este caso la
transcripcion que empieza en un transgén continua en el siguiente, dando como resultado un ARN que es
autocomplementario (sentido y antisentido). La formacion de ARNbc también puede producirse con copias multiples
de &cido nucleico que alberga dos unidades de expresion transgénica, gen 1 y gen 2, que estan orientadas
divergentes (figura 1B). En este ejemplo puede formarse tanto ARNm sentido como ARN antisentido del gen 2: el
ARNmM del gen 2 sentido mediante el promotor en el acido nucleico izquierdo que impulsa el gen 2, el ARN del gen 2
antisentido mediante el promotor en el &cido nucleico derecho que impulsa el gen 1. También puede formarse tanto
ARNm sentido como ARN antisentido del gen 1: el ARNm del gen 1 sentido mediante el promotor en el acido
nucleico derecho que impulsa el gen 1, el ARN del gen 1 antisentido mediante el promotor en el acido nucleico
izquierdo que impulsa el gen 2.

Incluso cuando un transgén en un &cido nucleico se integra como Unica copia, puede formarse ARNbc cuando la
transcripcion empieza de un promotor endégeno que estd ubicado fuera del transgén. Esto puede suceder
facilmente si por casualidad la Unica copia se integra en una ubicacién gendémica con un promotor endégeno
presente en una orientacion tal que se produce ARN antisentido (figura 1C) (Stam et al. 2000). Sin embargo, la
formacion de ARNbc es lo méas probable cuando se integran copias mdltiples del transgén como repeticiones
invertidas, debido a que las cadenas complementarias siempre estaran conectadas. Esto es particularmente
relevante puesto que en la mayoria de los casos un transgén se integrard con copias multiples. Es practica comun
que en el extremo 3’ de un gen se coloque un terminador transcripcional de SV40. Sin embargo, incluso la presencia
de una sefial de poliadenilacion de este tipo en el sentido de 3’ desde la unidad de expresion en el sentido de 5’ es
insuficiente para prevenir la transcripcion ultralectura en la segunda unidad de transcripcion en el sentido de 3’
(Eszterhas et al. 2002).

Habitualmente se usan secuencias de ADN tales como la sefial de poliadenilacion de SV40 para terminar la
transcripcion colocando la sefial de poliadenilacién de SV40 inmediatamente en el sentido de 3’ de un gen que esta
expresado (figura 2A-C). En otras palabras, debe prevenirse que la transcripcion continde en el sentido de 3’ del
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gen. En la presente invencién se colocan preferiblemente bloqueadores de transcripcién (TRAP) tanto en el sentido
de 5 como en el sentido de 3’ de las unidades de expresion enteras, de tal manera que previenen que entre
transcripcion a las unidades de expresion, procedente desde el sentido de 5 o desde el sentido de 3’ de las
unidades de expresion (figura 2A-C). La orientacién de TRAP cuando se coloca en el sentido de 3’ es opuesta a la
orientacion habitual de las sefiales de poliadenilacién de SV40 que se colocan en el sentido de 3’ de los genes
(figura 2A-C).

En una realizacion, la invencion proporciona una unidad de expresion de proteinas que comprende funcionalmente
unidos desde 5’ hacia 3': i) un promotor, ii) un marco de lectura abierto que codifica para una proteina de interés, y
iii) una secuencia sefial de terminacion de la transcripcién, caracterizada porque dicha unidad de expresion de
proteinas comprende ademas al menos una segunda secuencia sefial de terminacién de la transcripcion ubicada en
el sentido de 3' de dicho marco de lectura abierto, en la que dicha segunda secuencia sefial de terminacién de la
transcripcion estéa en orientacion opuesta de la primera secuencia sefial de terminacién de la transcripcion, y en la
gue dicha segunda secuencia de terminacion de la transcripcion se escoge de las secuencias presentadas en la
tabla 1. Preferiblemente, dicha segunda secuencia sefial de terminacion de la transcripcion esta en una orientacion
3'-5’ (con respecto a dicha region codificante).

Preferiblemente, dicha secuencia de TRAP reduce la formacién de ARN antisentido a un nivel no detectable. Debido
a la presencia de dicha TRAP la formacion de ARN antisentido se previene al menos en parte y por tanto la cantidad
de ARNbc disminuye. Como consecuencia, el nivel de ARNbc pequefios de 21 a 23 pares de bases (ARNi) también
disminuye y el ARN (de longitud completa) correspondiente que codifica para una proteina de interés no se
degradara. Por tanto, la traduccion de dicho ARN correspondiente da como resultado la expresion (aumentada) de
una proteina de interés.

Sorprendentemente, tal como se da a conocer en el presente documento con la parte experimental (ejemplo 5) el
uso de secuencias de TRAP mejora la estabilidad de la expresion.

En la realizaciéon anteriormente explicada, la secuencia de TRAP puede ser por ejemplo una secuencia sefial de
poliadenilacién y/o terminadora, pero en una orientacion que difiere de una secuencia de terminador posiblemente
usada detrds de un marco de lectura abierto en dicha unidad de expresion de proteinas (véase por ejemplo la figura
2A). Sin embargo, es completamente posible que existan secuencias de TRAP que son bidireccionales. Por tanto en
la realizacién anterior s6lo es necesario que dicha TRAP comprenda una funcion de TRAP en la orientacion inversa.
En otra realizacion, la invencion proporciona una unidad de expresion de proteinas anterior, caracterizada porque
dicha unidad de expresion de proteinas comprende ademas una secuencia de TRAP adicional ubicada en el sentido
de 5 de dicho promotor y previene al menos en parte que entre transcripcion a dicha unidad de expresion de
proteinas. Preferiblemente, dicha secuencia de TRAP adicional esta en una orientacion 5'-3' (con respecto a dicha
region codificante).

Nuevamente, una secuencia de TRAP usada en la Ultima realizacion puede ser una secuencia sefial de
poliadenilacién y/o terminadora, pero esta vez la secuencia de TRAP esta en una posicién inusual con respecto al
marco de lectura abierto, debido a que dicha TRAP esta ubicada en el sentido de 5’ del promotor que impulsa la
expresion de dicho marco de lectura abierto.

En esta realizacion, la presencia de una secuencia de TRAP previene al menos en parte la transcripcion de una
secuencia promotora ubicada fuera de una unidad de expresion de proteinas. Por tanto, el ARN de la unidad de
expresion de proteinas no tiene que competir con otro ARN y por tanto se proporciona un sistema de produccion de
proteinas mas eficaz.

El uso de una TRAP para prevenir al menos en parte la formacién de ARN antisentido o para prevenir al menos en
parte que la transcripcion entre a dicha unidad de expresién de proteinas aisla dicha unidad de expresion de
proteinas de efectos negativos, como la formacion de ARNi, del exterior de dicha unidad.

La integracion de acido nucleico en el genoma de una célula se produce frecuentemente en los denominados
concatémeros. Un concatémero de dos acidos nucleicos integrados puede tener una de dos organizaciones, o bien
los dos acidos nucleicos forman una repeticion directa o bien una repeticion invertida. Los concatémeros que tienen
tres 0 mas copias integradas pueden tener cualquier combinacion de las dos formas basicas, junto con alteraciones
ocasionales tales como deleciones/mutaciones, etc. Normalmente las copias integradas tienen sus propias sefiales
de terminacién de la transcripcion o sefiales analogas. La presencia de las mismas normalmente da como resultado
una reduccién de la cantidad de transcripciébn que procede en el acido nucleico integrado flanqueante. En
realizaciones de la invencién que también se dieron a conocer anteriormente, se previene al menos en parte que
cualquier transcripcion residual entre a la unidad de expresién de proteinas presente en el acido nucleico integrado
conjuntamente mediante una secuencia de TRAP que también esta presente en el acido nucleico integrado
conjuntamente. En otra realizacion, se previene al menos en parte que esta transcripcion residual entre en el acido
nucleico integrado conjuntamente mediante la presencia de una secuencia de TRAP dentro del propio acido nucleico
integrado, es decir previniendo asi que entre transcripcion al acido nucleico integrado conjuntamente. En esta
realizacion particular, una unidad de expresion de proteinas comprende una secuencia de TRAP en el sentido de 3’
de dicha unidad de expresion de proteinas y en una orientacidon 5’-3' con respecto a la unidad de expresion de
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proteinas, ademas de la(s) sefial(es) usual(es) para terminar la transcripcion de dicha unidad de expresion de
proteinas. En una versidon preferida de esta realizacién particular, dicha unidad de expresion de proteinas
comprende dos secuencias de TRAP consecutivas en la misma orientacion, en la que ambas de dichas secuencias
de TRAP se ubican en el sentido de 3’ del gen de interés y previenen al menos en parte que entre transcripcion a la
unidad de transcripcion de una unidad integrada conjuntamente en un concatémero.

El término “expresion” se usa normalmente para referirse a la produccién de un producto o productos de ARN
especificos, o una proteina o proteinas especificas, en una célula. En el caso de productos de ARN, se refiere al
proceso de transcripcion. En el caso de productos de proteina, se refiere a los procesos de transcripcion, traduccion
y opcionalmente las modificaciones tras la traduccién. En el caso de proteinas secretadas, se refiere a los procesos
de transcripcion, traduccién y opcionalmente modificacion tras la traduccion (por ejemplo glicosilacion, formacion de
enlaces disulfuro, etc.), seguido por la secrecidn. En el caso de proteinas multiméricas, incluye opcionalmente el
ensamblaje de la estructura multimérica a partir de los monémeros polipeptidicos. Los verbos correspondientes del
sustantivo “expresion” tienen un significado analogo a dicho sustantivo.

Una proteina de interés puede ser cualquier proteina y ejemplos no limitativos son enzimas, cadenas de
inmunoglobulinas, proteinas terapéuticas tales como proteinas anticancerosas o proteinas de diagndstico.

Una proteina se define en el presente documento como que es o bien (i) un producto obtenido mediante los
procesos de transcripcidn y traduccién y posiblemente pero no necesariamente dicho producto es parte de una
proteina multimérica (por ejemplo una subunidad) y/o bien (ii) un producto obtenido mediante los procesos de
transcripcion, traduccion y modificacion tras la traduccion. El término “multiméro” o “proteina multimérica” se define
normalmente como una proteina que comprende dos o mas cadenas de polipéptido posiblemente no idénticas
(“mondmeros”). Los diferentes mondémeros en una proteina multimérica pueden presentarse en numeros
estequiométricamente iguales o distintos. En cualquier caso, la proporcion de los monémeros se fija habitualmente
mediante la estructura funcional de la proteina multimérica.

Las expresiones “célula’/“célula hospedadora” y “linea celular’/“linea celular hospedadora” se definen de manera
respectiva normalmente como una célula eucariota y poblaciones preferiblemente homogéneas de la misma que se
mantienen en cultivo celular mediante métodos conocidos en la técnica, y que tienen la capacidad de expresar
proteinas heterdlogas. Sin embargo, queda claro que un método seguln la invencién también puede usarse para la
expresion de proteinas en procariotas.

Las expresiones “célula (hospedadora) recombinante” y “linea celular (hospedadora) recombinante” se definen de
manera respectiva normalmente como una célula hospedadora y poblaciones preferiblemente homogéneas de la
misma en la que se ha introducido un transgén para el fin de la expresién de un producto génico, preferiblemente
una proteina o proteinas.

La expresion “unidad de expresion de proteinas” se define en el presente documento como una unidad que puede
proporcionar expresion de proteinas y normalmente comprende un promotor funcional, un marco de lectura abierto
que codifica para una proteina de interés y opcionalmente un terminador, todos en configuraciéon operativa. Un
promotor funcional es un promotor que puede iniciar la transcripcion en una célula particular. Promotores adecuados
para obtener expresion en células eucariotas son el promotor de CMV, un promotor EFl-alfa de mamifero, un
promotor de ubiquitina de mamifero, o un promotor de SV40, o una parte, derivado y/o analogo funcional de los
mismos que tienen la misma funcién en cuanto a la clase pero no necesariamente en cantidad. Un terminador
funcional puede proporcionar la terminacion de la transcripcion, como en el caso del terminador de SV40. La
expresion “un marco de lectura abierto que codifica para una proteina de interés (0 un transgén)’ se define
normalmente como un fragmento de ADN que codifica para un producto o productos de ARN especificos o una
proteina o proteinas especificas, y que puede integrarse dentro del genoma de una célula hospedadora. Incluye
elementos de ADN requeridos para la transcripcion apropiada y, cuando se desea la proteina, los elementos
necesarios para la traduccion de la(s) region/regiones codificante(s) del transgén. Dicho ADN que codifica para dicha
proteina de interés/transgén puede ser o bien un ADN que codifica para un producto obtenido mediante los procesos
de transcripcion y traduccion (y posiblemente pero no necesariamente dicho producto es parte de una proteina
multimérica, por ejemplo una subunidad) o un producto obtenido mediante los procesos de transcripcion, traduccion
y modificacion tras la traduccion.

Una secuencia de TRAP se define funcionalmente en el presente documento como una secuencia que puede
prevenir al menos en parte la formacién de ARN antisentido o prevenir al menos en parte que entre transcripcion a
dicha unidad de expresion de proteinas. En otras palabras una secuencia de TRAP, cuando se coloca dentro de una
unidad de transcripcién, da como resultado un nivel reducido de transcripcion del acido nucleico presente en el lado
3’ de la TRAP cuando se compara al nivel de transcripcion observado en el acido nucleico en el lado 5’ de la TRAP.
Cuando en esta solicitud no se hace referencia particular con respecto a la orientacion de la TRAP en un constructo
particular, es en la orientacion que bloquea que entre transcripcion a una unidad de transcripcion (posible), es decir
la unidad de transcripcion del acido nucleico de interés. Preferiblemente, la secuencia de TRAP esta fisicamente
unida a la unidad de expresion de proteinas que pretende aislar de manera transcripcional de cualquiera de las
unidades de transcripcién flanqueantes, al menos antes de transfectar la unidad dentro del genoma de la célula.
Tras la integracion de la unidad, la unidad y elementos unidos a la misma se unen a secuencias en el genomay el
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elemento presente en el mismo, en el caso de integracién de concatémero la unidad integrada puede unirse a
unidades integradas conjuntamente u otro acido nucleico transfectado. En estas realizaciones una TRAP puede
estar presente en el sentido de 5’ o en el sentido de 3' de la unidad de transcripcién que pretende aislar. Cuando
estd4 presente en el sentido de 5, la orientacion de la TRAP es tal que puede reducir al menos en parte la
transcripcion que se origina en el sentido de 5’ de la unidad de transcripcion y la TRAP y que avanza hacia la unidad
de transcripcion. Cuando esta presente en el sentido de 3’ de la unidad de transcripcion la TRAP esta, en estas
realizaciones, en una orientacion que reduce al menos en parte el origen de la transcripcién en el sentido de 3’ de la
unidad de transcripcion a la que esta unida a y avanza hacia la unidad de transcripcién. La orientacion en el sentido
de 5’ o0 en el sentido de 3' son normalmente imagenes especulares entre si. Sin embargo, tal como se menciond
anteriormente, en la situacién en la que se forman concatémeros tras la integracion de una unidad de expresion de
proteinas en el genoma, también es posible prevenir que entre transcripcion a una unidad de transcripcion integrada
conjuntamente flanqueante mediante la colocacion de una secuencia de TRAP en el sentido de 3’ de la unidad de
expresion de proteinas en la orientacion que reduce la transcripcion que se inicia dentro de la unidad de expresion
de proteinas. En esta realizacion, la TRAP esta, antes de la integracion, fisicamente unida a la unidad de
transcripcion cuya transcripcion puede entrar a una unidad de transcripcion flanqueante. Mediante la unién de la
TRAP a la unidad antes de la integracion, esta posibilidad se reduce al menos en parte. Esta secuencia de TRAP
esta ademas de sefiales de poliadenilacion y/o de terminacion de la transcripcion normales presentes una unidad de
expresion de proteinas. Con respecto a la colocacién de una TRAP con respecto a la unidad de expresion de
proteinas que pretende proteger frente a transcripcion entrante se entiende que la TRAP se coloca preferiblemente
cerca del casete de expresion que pretende aislar de manera transcripcional. En otras palabras se prefiere que no
haya elementos promotores potencialmente activos que activen el dominio que codifica para la proteina entre la
TRAP y el dominio que codifica para la proteina de la unidad de expresion que pretende aislar de manera
transcripcional, distintos del promotor disefiado para dirigir la transcripcion en la unidad de transcripcion (es decir
necesario para impulsar la proteina de interés).

Tal como se da a conocer en el presente documento dentro de la parte experimental, una secuencia de TRAP puede
ser por ejemplo un sitio de poliadenilacion y/o un sitio de pausa, en el que la ARN polimerasa Il se detiene. Una
TRAP puede derivarse de cualquier fuente, siempre que se logre una terminacion eficaz de la transcripcion. En una
realizacion se identifica una TRAP basandose en su capacidad para prevenir al menos en parte la formacién de ARN
antisentido o para prevenir al menos en parte que entre transcripcion a dicha unidad de expresion de proteinas. El
ejemplo 1 proporciona un método para someter a prueba el efecto de supuestas TRAP sobre la transcripcion. Se
muestra que los elementos STAR 7, 17 y 40 bloquean mal la transcripcion.

Por otro lado, determinadas regiones del fago A asi como una secuencia de poliA sintética satisfacen los criterios de
una TRAP, puesto que son todas potentes bloqueantes de la transcripcion.

En una realizacion preferida, dicha al menos una secuencia de TRAP esta ubicada en el sentido de 5 de dicho
promotor y en la que dicha secuencia de TRAP esté en una orientacion 5’-3'. Aln en otra realizacién preferida, dicha
al menos una secuencia de TRAP estéd ubicada en el sentido de 3’ de dicho marco de lectura abierto y en la que
dicha secuencia de TRAP esta en una orientacion 3’-5’ con respecto a la orientacion del marco de lectura abierto.
Queda claro a partir de los ejemplos dados a conocer en el presente documento que el potencial de secuencias de
TRAP depende de la orientacion. Por tanto, queda claro que la orientacion en la que se aplica una TRAP al flanco de
un transgén puede ser de importancia para su funcionamiento apropiado. Sin embargo, queda claro que también hay
secuencias de TRAP que actiian independientemente de su orientacion.

En una realizacién preferida, dicha unidad de expresion de proteinas comprende al menos dos secuencias de TRAP.
Una versién particularmente preferida de la realizacion de al menos dos TRAP es la presencia de al menos una
TRAP en el sentido de 5’ y al menos una TRAP en el sentido de 3’ de la unidad de transcripcion de interés. Por
tanto, preferiblemente, dichas al menos dos secuencias de TRAP estan dispuestas de manera que dichas
secuencias de TRAP flanquean la combinacién formada por dicho promotor y dicho marco de lectura abierto. La
figura 2A muestra aun otra disposicion. Sin embargo, cuando estan presentes multiples unidades de expresion de
proteinas en la misma parte de informacion genética también es posible inhibir o bloquear al menos parcialmente la
transcripcion a partir de una unidad de expresion de proteinas a otra unidad de expresion de proteinas. En este
caso, se coloca una secuencia de TRAP entre unidades de expresién de proteinas (posiblemente diferentes), la
orientacion de esta secuencia de TRAP es por supuesto en la orientacion 5’-3' con respecto a la transcripcion para la
que se pretende el bloqueo. En la situacién esbozada en la figura 2A, se coloca una secuencia de TRAP entre el
terminador del gen bicistrénico y el promotor de SV40. En otra realizacion, se une una tercera secuencia de TRAP al
casete de expresion. Cuando se integran dos casetes de expresion de manera convergente (figura 1A), pueden
crearse dominios transcripcionales inertes colocando secuencias de TRAP en una configuracion tal que se previene
gue entre transcripcién a las unidades de transcripcion. Esta configuracion se muestra en la figura 2A. Sin embargo,
puede considerarse que la “inerticidad” de las unidades de transcripcion puede reforzarse cuando también se
previene que la transcripcién impulsada por CMV en las unidades de la figura 1A escape de la unidad de
transcripcion. Normalmente, se usa el terminador transcripcional de SV40 para este fin. Sin embargo, este
terminador no detiene completamente la transcripcion. Por tanto, se incorpora una tercera secuencia de TRAP en el
sentido de 5’ del elemento STAR en 3’ en el casete de expresion (figura 2C). Esta secuencia de TRAP se coloca en
una orientacion 5'-3', con el fin de detener la transcripciébn que pudiera escapar a través del terminador
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transcripcional de SV40. En esta configuracion, todo el casete de expresion se ha vuelto esencialmente inerte para
filtraciones de transcripcion tanto de entrada como de salida.

Por tanto, en otro aspecto, se da a conocer el uso de una TRAP para aislar al menos en parte un elemento genético
del avance de la transcripcién. En una realizacion preferida, el elemento genético es un elemento STAR. Por tanto,
la invencién proporciona ademas un elemento STAR junto con una secuencia de TRAP de la invencion.
Preferiblemente, un elemento STAR flanqueado por al menos dos elementos STAR en ambos lados. La orientacion
del elemento de TRAP en estas realizaciones es tal que se previene al menos en parte la transcripcién que avanza
desde fuera del elemento STAR hasta el elemento STAR. Esta realizacion es en particular relevante si estaban
presentes dos repeticiones invertidas en el elemento STAR. Estas repeticiones invertidas pueden iniciar la formacion
de ARNbc. A su vez, esto conduciria a silenciamiento génico de genes adyacentes. Por tanto, esta configuracién
especifica de elementos TRAP-STAR-TRAP no sélo puede prevenir la formacién de ARNbc en el elemento genético,
es decir, el elemento STAR, sino que también proporciona proteccion adicional de toda la unidad de expresion.

Las TRAP tienen un efecto beneficioso sobre la expresion transgénica, en particular cuando estan presentes altos
nameros de copias en una célula. Sin querer limitarse por la teoria, se cree que altos nimeros de copias significan
grandes cantidades de secuencias de repeticiones (invertidas) asi como numerosas posibilidades de que se
produzca ultralectura transcripcional, esto podria conducir a ARNi y silenciamiento génico.

AUn en otra realizacion, la invencion proporciona un método para la expresion de al menos una proteina de interés
en una célula que comprende proporcionar a dicha célula al menos una unidad de expresion de proteinas tal como
se reivindica. Se cree que dicha secuencia de TRAP previene al menos en parte la formacion de ARN antisentido o
previene al menos en parte que entre transcripcion a dicha unidad de expresion de proteinas y en la que dicha
unidad de expresion de proteinas comprende ademas al menos una secuencia anti-represora estabilizante (STAR).
Se muestran ejemplos no limitativos de secuencias STAR en la tabla 2.

Una secuencia STAR (anti-represora estabilizante) (0o elemento STAR; los términos se usaran de manera
intercambiable en el presente documento) es un elemento de ADN que se produce de manera natural que se da a
conocer en una solicitud de patente en tramitacion junto con la presente PCT/NL02/00390 (que reivindica prioridad
del documento EP 01202581.3; ambas solicitudes de patente se incorporan en el presente documento como
referencia). Pueden identificarse por ejemplo secuencias STAR (tal como se da a conocer por ejemplo en el ejemplo
1 del documento EP 01202581.3) usando un método de deteccion, y opcionalmente de seleccion, de una secuencia
de ADN con una cualidad de modulaciéon de la transcripcion génica. Sin embargo, queda claro a partir de dicha
solicitud que pueden obtenerse secuencias STAR de diversos modos. Para tales métodos y los (nuevos) elementos
STAR que resultan de los mismos se hace referencia al documento PCT/NL02/00390. Una secuencia STAR
comprende la capacidad para influir en la transcripcion de genes en cis y/o proporcionar un efecto de potenciacion
ylo estabilizacién. El nivel de expresiéon del transgén es estable a lo largo de muchas generaciones celulares y no
manifiesta silenciamiento estocéstico. Por tanto, las secuencias STAR confieren un grado de expresion
independiente de la posiciéon en transgenes que no es posible con sistemas transgénicos convencionales. La
independencia de la posicidn significa que los transgenes que estan integrados en ubicaciones genomicas que
darian como resultado silenciamiento transgénico se mantienen, con la protecciéon de los elementos STAR, en un
estado transcripcionalmente activo.

En una realizacién preferida, dicha unidad de expresién de proteinas comprende ademas al menos dos secuencias
STAR. Tal como se da a conocer en el presente documento dentro de la parte experimental, las secuencias de
TRAP y los elementos STAR pueden proteger a transgenes individuales del silenciamiento. Las unidades de
expresion que no estan flanqueadas por TRAP y/o elementos STAR pueden experimentar silenciamiento
significativo tras sélo 5-60 pases de cultivo, tiempo durante el cual el silenciamiento de las unidades protegidas con
los elementos STAR y/o TRAP es insignificante. La presente invencién usa preferiblemente secuencias de TRAP y
STAR para la produccion de una o més proteinas y de ese modo la invencidn proporciona (1) un aumento de la
previsibilidad en la creacion de lineas celulares recombinantes que producen eficazmente la proteina heteréloga de
interés, (2) un aumento del rendimiento de la proteina heteréloga, (3) expresion estable de la proteina heterdloga,
incluso durante cultivo prolongado en ausencia de agente de seleccion, (4) la invenciéon también proporciona
caracteristicas de expresion transgénica favorable sin amplificacién del transgén. El aumento del rendimiento de una
proteina heterdloga proporcionado por la invencion puede obtenerse a bajos nimeros de copias del transgén, sin
coamplificacion selectiva usando, por ejemplo, el sistema de DHFR/metotrexato. Esto da como resultado una mayor
estabilidad, puesto que el nimero de copias del transgén es bajo y no es susceptible de disminuir debido a
recombinacién (McBumey et al., 2002) o silenciamiento génico inducido por repeticiones (Garrick et al., 1998) y/o
(5), la amplia aplicabilidad del método de la invencion incluye su utilidad en una amplia gama de lineas celulares
hospedadoras. Esto es por ejemplo (til/deseable cuando una proteina particular se expresa preferiblemente por una
linea celular hospedadora particular (por ejemplo expresion de anticuerpos a partir de lineas celulares hospedadoras
derivadas de linfocitos). Las ventajas mencionadas anteriormente no solo son relevantes para la expresion de una
Unica proteina en una célula. La combinacion de una TRAP con un elemento STAR es particularmente favorable
cuando va a expresarse una proteina multimérica en la célula. El aumento de previsibilidad de la expresién génica
fordnea que se obtiene usando esta combinacion da como resultado un ndmero de células significativamente
superior que producen eficazmente la proteina multimérica, pueden obtenerse rendimientos superiores de proteina
multimérica, las lineas celulares producen de manera mas estable la proteina multimérica incluso en ausencia de
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presion de seleccidn, no es necesaria amplificacion y/o puede usarse en una amplia variedad de lineas celulares.

El uso de TRAP y/o STAR para flanquear al menos una unidad de expresion de proteinas es uno de los aspectos de
los niveles de expresién equilibrados y proporcionales de una o mas proteinas y mas especificamente para la
expresion de los mondémeros de proteinas multiméricas. Las TRAP y STAR crean dominios de cromatina de
potencial transcripcional definido y estable. Como resultado, los promotores que impulsan la transcripcion de ARNm
monocistrénico o bicistronico funcionan a niveles definidos, estables. Una linea celular hospedadora recombinante
creada mediante el método de la invencién se identifica facilmente porque estos niveles dan como resultado que se
expresen proporciones apropiadas de cada mondémero de la proteina multimérica de interés a altos rendimientos.

Se cree que el uso de STAR y TRAP previene el silenciamiento de la expresion transgénica mediante una accion
combinada de mantener fuera la represion asociada a la cromatina (elementos STAR) y simultaneamente crear
dominios en los que no se permite la transcripcidon aberrante y perjudicial (TRAP). Un elemento de TRAP en la
orientacion de la presente invencion proporciona mas expresion estable del transgén heterdlogo, particularmente en
el contexto de un elemento STAR.

Preferiblemente, dichas al menos dos secuencias STAR estan dispuestas de manera que dichas secuencias STAR
flanquean la combinacion formada por dicho promotor y dicho marco de lectura abierto (tal como se esboza en la
figura 2A). Incluso mas preferiblemente, dichas al menos dos secuencias de TRAP y dichos al menos dos elementos
STAR estan dispuestos de manera que una primera secuencia de TRAP en 5’ esta en el sentido de 5’ de una
primera secuencia STAR y que una segunda secuencia de TRAP en 3’ esta en el sentido de 3' de una segunda
secuencia STAR.

La figura 2 proporciona una representacion esquematica, no limitativa de una de las realizaciones de esta parte de la
invencion. Esta es la configuracion de los elementos de ADN de las unidades de expresion en el acido nucleico asi
como tras su integracion en el genoma. La unidad de expresién uno se muestra en la figura 2A. Contiene un marco
de lectura abierto para un transgén (un gen indicador, gen 1). Esta en el sentido de 5’ del IRES de EMCV atenuado
(Martinez-Sals et al. 1999; Mizuguchi et al. 2000; Rees et al. 1996), y del marco de lectura abierto que codifica para
la proteina de marcador seleccionable de resistencia a zeocina (zeo). El gen tiene el terminador transcripcional de
SV40 en su extremo 3’ (t). Este transgén bicistronico se transcribe a altos niveles a partir del promotor de CMV. A
continuacién de éste esta el marcador seleccionable de resistencia a puromicina (puro), transcrito como un ARN
monocistrénico a partir del promotor de SV40. El gen tiene el terminador transcripcional de SV40 en su extremo 3’
(t). Elementos STAR flanquean las unidades de expresion. Todo el casete con multiples genes mas STAR esta
flanqueado por TRAP en una orientacion tal que puede prevenirse que entre transcripcion a las unidades de
expresion en el acido nucleico o una TRAP esta orientada de manera que no se forma o apenas se forma ARN
antisentido. Para mejorar adicionalmente la expresion, se coloca una secuencia de TRAP y/o una secuencia STAR
entre dicho gen bicistrénico y dicho gen monocistrénico.

En la figura 2B se representa otra configuracion de las unidades de expresion. El constructo consiste en dos
transgenes (dos genes indicadores o los marcos de lectura abiertos para dos subunidades de una proteina
heterodimérica (gen 1 y gen 2) de los cuales el gen 1 esta en el sentido de 5" del IRES de EMCV atenuado y la
proteina de resistencia a puromicina (puro) y el gen 2 esta en el sentido de 5’ del IRES de EMCV vy la proteina de
resistencia a zeocina (zeo). Estos transgenes bicistronicos se transcriben a altos niveles a partir del promotor de
CMV, que estan dirigidos en diferentes orientaciones para prevenir la interferencia transcripcional. Ambos genes
bicistrénicos tienen el terminador transcripcional de SV40 en sus extremos 3’ (). Los elementos STAR flanquean las
unidades de expresion. Todo el casete con mudltiples genes mas STAR estd flanqueado por TRAP en una
orientacion tal que puede prevenirse que entre transcripcion a las unidades de expresion en el 4cido nucleico o
estan orientados de tal manera que no se forma o apenas se forma ARN antisentido.

Queda claro para un experto en la técnica que la secuencia en la que se colocan las TRAP y STAR para flanquear
las unidades de expresion puede variar. En el ejemplo dado, los STAR se colocan entre la unidad de expresion y las
TRAP, sin embargo, también es posible colocar las TRAP entre la unidad de expresion y el elemento STAR.

También queda claro para un experto en la técnica que son posibles otros marcadores de seleccion y otras
combinaciones de marcadores de seleccién. Se proporcionan ejemplos de posibles combinaciones de antibiéticos
en el presente documento. El antibiético que es particularmente ventajoso es zeocina, porque la proteina de
resistencia a zeocina (zeocina-R) actta uniéndose al farmaco y haciéndolo inocuo. Por tanto, es facil valorar la
cantidad de farmaco que destruye células con bajos niveles de expresion de zeocina-R, mientras que se permite que
sobrevivan las que expresan altos niveles. Todas las otras proteinas de resistencia a antibiéticos de uso comuin son
enzimas, y por tanto actlan cataliticamente (no 1:1 con el farmaco). Cuando se realiza una seleccion de dos etapas,
es por tanto ventajoso usar una proteina de resistencia a antibiéticos con este modo de accion de unién 1:1. Por
tanto, el antibiético zeocina es un marcador de seleccion preferido. Por conveniencia, el antibitico zeocina se
combina en un método de seleccion de dos etapas con puromicina-R o blasticidina-R en el segundo gen bicistrénico,
y puromicina-R o higromicina-R en el gen monocistrénico.

También queda claro para un experto en la técnica que pueden usarse diferentes promotores siempre que sean
funcionales en la célula usada. El promotor de CMV se considera el méas fuerte disponible, de modo que se elige
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preferiblemente para el gen bicistrénico con el fin de obtener el rendimiento de producto méas alto posible. Otros
ejemplos de promotores adecuados son por ejemplo promotores de mamiferos para EF1-alfa o el promotor de
ubiquitina C. La buena expresion y estabilidad del promotor de SV40 hace que sea muy adecuado para la expresion
del gen monocistronico; se produce suficiente proteina de marcador de seleccion (por ejemplo la proteina de
resistencia a antibioticos puromicina-R en el ejemplo mencionado en el presente documento) para conferir alta
expresion de dicho marcador de selecciéon. Por tanto, se usa preferiblemente dicho promotor de SV40 como
promotor para impulsar la expresion del marcador de seleccion.

En una realizacion preferida, la invencién proporciona un método para la expresion de al menos una proteina de
interés, que comprende ademas proporcionar a dicha célula una segunda unidad de expresién de proteinas. Esto es
particularmente ventajoso cuando es necesario expresar dos proteinas (por ejemplo dos mondmeros) segun un
método de la invencion.

Preferiblemente, al menos una de dichas unidades de expresion de proteinas comprende un gen monocistronico que
comprende un marco de lectura abierto que codifica para dicha proteina de interés y en las que dicho gen
monocistronico estd bajo el control de un promotor funcional. La expresion “gen monocistronico” se define
normalmente como un gen que puede proporcionar una molécula de ARN que codifica para una
proteina/polipéptido. Aln en otra realizacion preferida, se usa un gen monocistronico para la expresion de un
marcador de seleccién. Se proporciona un ejemplo en la figura 2A, en la que se clona un gen de puromicina detras
de un promotor de SV40.

AuUn en otra realizacion preferida, al menos una de dichas unidades de expresién de proteinas comprende un gen
bicistrénico que comprende un marco de lectura abierto que codifica para dicha proteina de interés, un sitio de
iniciacion de la traduccion de proteinas con eficacia de traduccion reducida, un marcador de seleccién y en la que
dicho gen bicistronico esta bajo el control de un promotor funcional. La expresién “gen bicistronico” se define
normalmente como un gen que puede proporciona una molécula de ARN que codifica para dos
proteinas/polipéptidos.

Tal como se esbozé anteriormente, un método segun la invencién puede comprender al menos dos secuencias de
TRAP y al menos dos secuencias STAR. Preferiblemente, dichas al menos dos secuencias de TRAP son
esencialmente idénticas. Incluso mas preferiblemente, dichas al menos dos secuencias STAR son esencialmente
idénticas.

Secuencias de TRAP y/o STAR esencialmente idénticas se definen en el presente documento como secuencias de
TRAP y/o STAR que son idénticas en sus dominios importantes (los dominios de confieren la cualidad de
potenciacion o estabilizacion de la transcripcion), pero que pueden variar dentro de sus dominios menos
importantes, por ejemplo una mutacion puntual, delecién o insercion en una posicién menos importante dentro de la
secuencia de TRAP y/o STAR. Preferentemente, dichas secuencias de TRAP y/o STAR esencialmente idénticas
proporcionan cantidades iguales de actividad de potenciacion o estabilizacion de la transcripcién. Se esbozan
ejemplos de secuencias de TRAP y/o STAR adecuadas en la parte experimental en el presente documento.

AUn otra caracteristica preferida de un método segun la invencion es la introduccién de un sitio de unién interna al
ribosoma (débil) (IRES) como ejemplo de un sitio de iniciacion de la traducciéon de proteinas con una eficacia de
traduccion reducida, entre el marco de lectura abierto de la proteina de interés y el marco de lectura abierto del
marcador de selecciéon. En combinacion con por ejemplo la secuencia de TRAP y/o STAR, este componente de la
presente invencién comprende una mejora marcada en sistemas transgénicos para la expresion de dos o mas
proteinas.

Se conocen elementos de sitio de unién interna al ribosoma (IRES) de genes virales y de mamifero (Martinez-Salas,
1999), y también se han identificado en selecciones de oligonucleétidos sintéticos pequefios (Venkatesan y
Dasgupta, 2001). Se ha analizado en detalle el IRES del virus de la encefalomiocarditis (Mizuguchi et al., 2000). Un
IRES es un elemento codificado en el ADN que da como resultado una estructura en el ARN transcrito a la que
pueden unirse ribosomas eucariotas e iniciar la traduccién. Un IRES permite que se produzcan dos o méas proteinas
a partir de una uUnica molécula de ARN (la primera proteina se traduce por ribosomas que se unen al ARN en la
estructura de caperuza de su extremo 5’ terminal (Martinez-Salas, 1999)). La traduccién de proteinas a partir de
elementos IRES es menos eficaz que la traduccion dependiente de la caperuza: la cantidad de proteina a partir de
marcos de lectura abiertos (ORF) dependientes de IRES oscila entre menos del 20% y el 50% de la cantidad del
primer ORF (Mizuguchi et al., 2000). Esto hace que los elementos IRES no sean deseables para la produccion de
todas las subunidades de una proteina multimérica a partir de un ARN mensajero (ARNm), puesto que no es posible
lograr una expresion equilibrada y proporcional de dos 0 mas mondmeros de proteina a partir de un ARN bicistrénico
o multicistronico. Sin embargo, la eficacia reducida de la traduccion dependiente de IRES proporciona una ventaja
gue se aprovecha por la presente invencion. Ademds, la mutacion de los elementos IRES puede atenuar su
actividad, y disminuir la expresion a partir de los ORF dependientes de IRES hasta menos del 10% del primer ORF
(Lopez de Quinto y Martinez-Salas, 1998, Rees et al., 1996). La ventaja aprovechada por la invencion es la
siguiente: cuando el ORF dependiente de IRES codifica para una proteina de marcador seleccionable, su bajo nivel
relativo de traduccion significa que deben producirse altos niveles de transcripcion absolutos con el fin de que se
seleccione la célula hospedadora recombinante. Por tanto, los aislados de células hospedadoras recombinantes
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expresaran por necesidad altas cantidades del ARNm transgénico. Puesto que la proteina recombinante se traduce
a partir del ORF dependiente de la caperuza, puede producirse en abundancia dando como resultado altos
rendimientos de producto.

Queda claro para un experto en la técnica que pueden hacerse cambios en el IRES sin alterar la esencia de la
funcion del IRES (por tanto, proporcionando un sitio de iniciacion de la traduccion de proteinas con una eficacia de
traduccion reducida), dando como resultado un IRES modificado. Por tanto también se incluye en esta invencion el
uso de un IRES modificado que todavia puede proporcionar un pequefio porcentaje de traduccién (en comparacion
con una traduccion de caperuza en 5’).

Cuando se usa un método segun la invencién para la expresion de dos o mas proteinas codificadas por diferentes
unidades de expresién de proteinas, preferiblemente cada una de dichas unidades de expresion de proteinas se
encuentra en un ADN-portador separado. En cada unidad de transcripcion, el ORF del monémero se produce
mediante traduccion dependiente de la caperuza eficaz. Esta caracteristica de la invenciéon contribuye a que se
aislen células hospedadoras recombinantes que tienen altos rendimientos de cada mondmero, a niveles que estan
equilibrados y son proporcionales a la estequiometria de la proteina multimérica. El aumento de previsibilidad a la
gue se aislan tales células hospedadoras recombinantes da como resultado una mejora en la eficacia de la
seleccién de tales aislados en un factor de diez o0 mas. En una realizacion preferida, dicho ADN-portador es un
vector (0 un &cido nucleico aislado o recombinante, un vector preferido es un plasmido; los términos se usan de
manera intercambiable en el presente documento). En otra realizacion dicho vector es un vector viral y en una
realizacién mas preferida dicho vector viral es un vector adenoviral o un vector retroviral. Queda claro para el experto
en la técnica que también pueden usarse otros vectores virales en un método segun la invencion.

Sistemas de expresion convencionales son moléculas de ADN en forma de un plasmido recombinante o un genoma
viral recombinante, aunque existen otros medios que no se excluyen de ningin modo. El acido nucleico,
preferiblemente un plasmido o el genoma viral, se introduce en células (hospedadoras de mamifero) y se integra en
sus genomas mediante métodos conocidos en la técnica. La presente invencidon también usa estos tipos de
moléculas de ADN para suministrar su sistema de expresion transgénica mejorada. Una realizacion preferida de la
invencion es el uso de &cido nucleico, preferiblemente ADN de pldsmido para el suministro del sistema de expresion.
Un plasmido contiene varios componentes: componentes convencionales, conocidos en la técnica, son un origen de
replicacién y un marcador seleccionable para la propagaciéon del plasmido en células bacterianas; un marcador
seleccionable que funciona en células eucariotas para identificar y aislar células hospedadoras que portan un
sistema de expresion transgénica integrado; la proteina de interés, cuya transcripcion a alto nivel se ocasiona
preferiblemente mediante un promotor que es funcional en la célula hospedadora (por ejemplo el
potenciador/promotor temprano inmediato principal de citomegalovirus humano, pCMV (Boshart et al., 1985)); y
terminadores transcripcionales virales (por ejemplo el sitio de poliadenilacion de SV40 (Kaufman y Sharp, 1982))
para el transgén de interés y el marcador seleccionable. El vector usado puede ser cualquier vector adecuado para,
por ejemplo, clonar ADN y que puede usarse en un sistema de transcripcion. Cuando se usan células hospedadoras
se prefiere que el vector sea un vector de integracion, sin embargo, también puede usarse un vector de replicacién
episomal. En un vector episomal, se evitan efectos debidos a diferentes sitios de integracion del vector. Elementos
de ADN que flanquean al vector en el sitio de integracion pueden tener efectos sobre el nivel de la transcripcion del
promotor y de ese modo imitan efectos de fragmentos que comprenden secuencias de ADN con una cualidad de
modulacion de la transcripcion génica. En una realizacion preferida, dicho vector comprende un origen de replicacion
del virus de Epstein-Barr (VEB), OriP y un antigeno nuclear (EBNA-1). Tales vectores pueden replicarse en muchos
tipos de células eucariotas y se ensamblan para dar cromatina en condiciones apropiadas. Otro método para reducir
al menos en parte los efectos del sitio de integracién sobre la unidad de expresion es el uso de uno o mas de los
elementos STAR anteriormente mencionados. Por tanto, la invencién proporciona ademas un vector que comprende
un elemento de TRAP y un elemento STAR, preferiblemente en combinacion con una unidad de expresion.

Preferiblemente, se usa un método segun la invencion para expresar/producir al menos una cadena de
inmunoglobulina como dicha al menos una proteina de interés, por ejemplo una cadena pesada de inmunoglobulina
0 una cadena ligera de inmunoglobulina. Segun esta realizacion se obtiene una proteina multimérica, un anticuerpo.
Queda claro para el experto en la técnica que es posible proporcionar una célula que expresa una cadena pesada
de inmunoglobulina a partir de una unidad de expresién de proteina y una cadena ligera de inmunoglobulina a partir
de otra unidad de expresion de proteina codificando una tercera unidad de expresién de proteina para un
componente de secrecién o una cadena de unién. De esta manera se proporciona la produccién de por ejemplo sigA
e IgM pentamérica. Preferiblemente, dicha primera proteina de interés y dicha segunda proteina de interés
comprenden al menos la parte variable de una cadena ligera de inmunoglobulina y una cadena pesada de
inmunoglobulina. Preferiblemente, dicha primera proteina de interés comprende al menos la parte variable de una
cadena pesada de inmunoglobulina, mientras que dicha segunda proteina de interés comprende una cadena ligera
de inmunoglobulina o derivado y/o analogo de la misma. Esta realizacion garantiza que una proporcién aumentada
de las células presentardn una tendencia a sobreproducir ligeramente cadena pesada de inmunoglobulina
permitiendo de ese modo una produccion mas eficaz de una proteina multimérica. La tecnologia de
inmunoglobulinas estd muy avanzada en la actualidad y es posible generar dominios que codifican para anticuerpos
que no tienen un anticuerpo complementario en la naturaleza, es decir, un anticuerpo completamente artificial. Tales
anticuerpos también estan dentro del alcance de la presente invencion. Para un resumen de la tecnologia relevante
para anticuerpos, su seleccion y produccion se hace referencia a (Chad, HE, y Chamow, SM, 2001)
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Las mejoras proporcionadas por un método segun la invencion tienen tres aspectos integrados. (1) Con los sistemas
existentes, so6lo pueden crearse lineas celulares recombinantes que expresan simultdneamente cantidades
aceptables de los mondmeros de proteinas multiméricas a frecuencias muy bajas; la presente invencion aumenta la
previsibilidad de crear lineas de células hospedadoras recombinantes de alto rendimiento en un factor de diez o
mas. (2) Los sistemas existentes no proporcionan cantidades estequiométricamente equilibradas y proporcionales
de las subunidades de proteinas multiméricas; la presente invencion garantiza que los niveles de expresion de las
subunidades seran equilibrados y proporcionales. (3) Los sistemas existentes no proporcionan un medio de
proteccién de los transgenes que codifican para las subunidades de proteina frente al silenciamiento transgénico.

El ejemplo 1 proporciona un método para identificar una secuencia de TRAP y por tanto en otra realizacion la
presente invencién también proporciona un método para identificar una secuencia de pausa de transcripcion (TRAP)
que comprende

- proporcionar a una célula un &cido nucleico, preferiblemente un plasmido que comprende
- una secuencia promotora
- una secuencia intermedia (V) en el sentido de 3’ de dicho promotor
- una supuesta secuencia de TRAP ubicada en dicha IV
- una secuencia cuyo producto es detectable y cuya secuencia se ubica en el sentido de 3’ de dicha IV

- determinar la cantidad de dicho producto detectable y comparar dicha cantidad con la cantidad de producto
obtenido en una célula que esté provista de un acido nucleico de control, preferiblemente un plasmido sin dicha
supuesta secuencia de TRAP.

La clonacién de la supuesta secuencia de TRAP se realiza en la secuencia intermedia para evitar la posibilidad de
gue la adicién de una secuencia de como resultado un aumento de la inestabilidad del ARN. Esto también daria
como resultado una sefial de ARN inferior en una transferencia, pero esto no tendria nada que ver con el bloqueo de
la transcripcién. Colocar la secuencia que va a someterse a prueba en secuencias intermedias da como resultado la
transcripcion de esa secuencia para dar ARN, pero posteriormente se corta y empalma, de modo que se forma un
ARNmMm funcional, en este caso particular codA. Esto sucede independientemente de si habia una secuencia adicional
dentro de la secuencia intermedia 0 no. Por tanto, cualquier disminucién en la sefial de ARNm no se debe a pérdida
de estabilidad del ARN, sino a una consecuencia directa de la terminacién de la transcripciéon debida a la secuencia
de TRAP.

En una realizaciéon preferida, la invencion proporciona un método para identificar una secuencia de pausa de
transcripcion (TRAP) que comprende

- proporcionar a una célula un acido nucleico, preferiblemente un plasmido que comprende
- una secuencia promotora
- una secuencia intermedia (V) en el sentido de 3’ de dicho promotor
- una supuesta secuencia de TRAP ubicada en dicha IV
- una secuencia cuyo producto es detectable y cuya secuencia se ubica en el sentido de 3’ de dicha IV

- dicho acido nucleico, preferiblemente un plasmido comprende ademas un marcador de seleccién ubicado
fuera de la combinacién de dicho promotor, 1V, supuesta TRAP y dicha secuencia cuyo producto es detectable

- seleccionar una célula por medio de dicho marcador de seleccién de dicho &cido nucleico, preferiblemente un
plasmido, obteniendo de ese modo una célula que comprende dicho acido nucleico, preferiblemente un plasmido

- determinar la cantidad de dicho producto detectable y comparar dicha cantidad con la cantidad de producto
obtenido en una célula que esta provista de un &cido nucleico de control, preferiblemente un plasmido sin dicha
supuesta secuencia de TRAP.

La expresion “marcador de seleccién o marcador seleccionable” se usa normalmente para hacer referencia a un gen
ylo proteina cuya presencia puede detectarse directa o indirectamente en una célula, por ejemplo un gen y/o una
proteina que inactiva un agente de seleccion y protege a la célula hospedadora frente a los efectos letales o
inhibidores del crecimiento del agente (por ejemplo un gen y/o proteina de resistencia a antibiéticos). Otra posibilidad
es que dicho marcador de seleccion induzca fluorescencia o un depésito de color (por ejemplo proteina fluorescente
verde y derivados, luciferasa o fosfatasa alcalina).

La expresion “agente de seleccion” se define normalmente como un compuesto quimico que puede destruir o
retrasar el crecimiento de células hospedadoras (por ejemplo un antibiético).
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El término “seleccién” se define normalmente como el proceso de usar un marcador de selecciébn/marcador
seleccionable y un agente de seleccién para identificar células hospedadoras con propiedades genéticas especificas
(por ejemplo que la célula hospedadora contiene un transgén integrado en su genoma).

Preferiblemente, la invencién proporciona un método en el que dicha secuencia cuyo producto es detectable es un
gen suicida. Un gen suicida se define normalmente como un gen cuyo producto puede destruir, o bien directa o bien
indirectamente, una célula. Mas preferiblemente, dicho gen suicida es codA o codA:upp. Incluso mas
preferiblemente, dicho producto detectable es ARNm. Sin embargo, queda claro para un experto en la técnica que
también puede usarse una proteina como producto detectable. En este caso se determinan cantidades/niveles de
proteina por ejemplo mediante inmunotransferencia de tipo Western o detectando directamente la proteina, por
ejemplo GFP o realizando una reaccién enzimatica (color) basandose en las propiedades de la proteina
correspondiente.

El uso de un gen suicida, por ejemplo codA o codA::upp es particularmente ventajoso para la seleccion de una
biblioteca de secuencias. Cuando se clonan secuencias de una biblioteca en la secuencia intermedia (IV), una
secuencia de TRAP se identifica facilmente porque el gen suicida no se transcribe ni se traduce y por tanto el
producto letal de dicho gen suicida no se produce y la célula que comprende dicha secuencia de TRAP sobrevive.
Cuando la secuencia clonada no es una secuencia de TRAP, la célula muere debido al producto letal formado.
Queda claro que pueden usarse diferentes tipos de genes suicidas. El gen codA codifica para la enzima citosina
desaminasa, enzima que convierte citosina en uracilo. Puede usarse codA como gen suicida metabdlico en
combinacién con el profarmaco 5-fluorocitosina. La enzima puede convertir el profarmaco no téxico en monofosfato
de 5-fluorouracilo que destruye las células alterando la sintesis de ADN, desencadenando de ese modo la apoptosis.
CodA::upp es una fusion entre un gen de citosina desaminasa y un gen de uracilo fosforibosil transferasa. Ambas
enzimas actluan sinérgicamente para convertir 5-fluorocitosina en monofosfato de fluorouracilo, un compuesto toxico.
La fusion de los genes conduce a un sistema mas eficaz. Otro ejemplo de un gen suicida y un profarmaco no téxico
es timidina cinasa y ganciclovir. Sin embargo, queda claro que también es posible usar un gen suicida que no
depende de la presencia de un profarmaco.

Por tanto, la invencién también proporciona un método para identificar una secuencia de TRAP que comprende
- proporcionar a una célula un acido nucleico, preferiblemente un plasmido que comprende

- una secuencia promotora

- una secuencia intermedia (V) en el sentido de 3’ de dicho promotor

- una supuesta secuencia de TRAP ubicada en dicha IV

- una secuencia que codifica para un producto suicida y cuya secuencia se ubica en el sentido de 3’ de dicha IV
- determinar si dicha célula sobrevive.

Preferiblemente, dicha supuesta secuencia de TRAP se deriva de una biblioteca. Aun en otra realizacion preferida,
se usa un profdrmaco que se convierte en un compuesto toxico por el producto de dicho gen suicida.

En el ejemplo 1, se usa el marco de lectura abierto de codA::upp como secuencia cuyo producto es detectable y se
determina la cantidad de ARN. Se describen secuencias de TRAP segln la invencién en la parte experimental y en
la tabla 1. Preferiblemente, dicha secuencia de TRAP comprende la secuencia de lambda 35711-38103 tal como se
representa en la tabla 1. En otra realizacion preferida, dicha secuencia de TRAP comprende una secuencia de poliA
preferiblemente una secuencia de poliA sintética (SPA), por ejemplo una secuencia de SPA tal como se representa
en la tabla 1. AGn en otra realizacién preferida, dicha secuencia de TRAP comprende una combinacién de una SPA
y la sefial de pausa del gen de globina a2 humana, por ejemplo una combinacion de una SPA y la sefial de pausa
del gen de globina a2 humana tal como se representa en la tabla 1.

En el presente documento se define un equivalente funcional y/o un fragmento funcional de una secuencia
representada en la tabla 1 6 2 tal como sigue. Un equivalente funcional de una secuencia tal como se representa en
la tabla 1 6 2 es una secuencia derivada con la informacion facilitada en la tabla 1 6 2. Por ejemplo, una secuencia
que puede derivarse de una secuencia en la tabla 1 mediante delecion, modificacién y/o insercién de bases en 0 a
partir de una secuencia indicada en la tabla 1 6 2, en la que dicha secuencia derivada comprende la misma actividad
en cuanto a la clase, no necesariamente en cantidad, de una secuencia tal como se representa en la tabla 1 6 2. Un
equivalente funcional es ademas una secuencia que comprende una parte de dos 0 mas secuencias representadas
en la tabla 1 6 2. Un fragmento funcional de una secuencia en la tabla 1 6 2 puede obtenerse por ejemplo por
deleciones del extremo 5’ 0 el extremo 3’ o del interior de dichas secuencias o cualquier combinacion de las mismas,
en la que dicha secuencia derivada comprende la misma actividad en cuanto a la clase, no necesariamente en
cantidad.

AUn en otra realizacién, se da a conocer el uso de una secuencia de TRAP para prevenir al menos en parte la
formacion de ARN antisentido. Dicha secuencia de TRAP se selecciona de las secuencias representadas en la tabla
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1. Incluso mas preferiblemente dicha secuencia de TRAP se combina con una secuencia STAR tal como se
representa en la tabla 2. El uso segun la invencion es particularmente ventajoso cuando se aplica a la expresion de
al menos una proteina de interés.

AUn en otra realizacion, la invencion proporciona una unidad de expresion de proteina que comprende un promotor
funcionalmente unido a un marco de lectura abierto que codifica para una proteina de interés, caracterizada porque
dicha unidad de expresion de proteina comprende ademdas al menos una secuencia de TRAP, en la que dicha
secuencia de TRAP impide al menos en parte la formacion de ARN antisentido. En una realizacion preferida, dicha
al menos una secuencia de TRAP estd ubicada en el sentido de 3’ de dicho marco de lectura abierto y dicha
secuencia de TRAP esta en una orientacion 3'-5'. Incluso mas preferido, dicha unidad de expresién de proteina
comprende al menos dos secuencias de TRAP. Preferiblemente, dichas al menos dos secuencias de TRAP estan
dispuestas de manera que dicha unidad de expresién de proteina esta flanqueada en ambos lados por al menos una
secuencia de TRAP.

En otra realizacion preferida, dicha unidad de expresién de proteina comprende ademas al menos una secuencia
anti-represora estabilizante (STAR). En una realizacién incluso mas preferida, dicha unidad de expresién de proteina
comprende ademas al menos dos secuencias STAR. Preferiblemente, dichas al menos dos secuencias STAR estan
dispuestas de tal manera que dichas secuencias STAR flanquean la combinacion formada por dicho promotor y
dicha region codificante. Incluso més preferiblemente, dichas al menos dos secuencias de TRAP y dichos al menos
dos STAR estan dispuestos de manera que una primera secuencia de TRAP 5 est4 en el sentido de 5 de una
primera secuencia STAR y que una segunda secuencia de TRAP 3’ esta en el sentido de 3’ de una segunda
secuencia STAR.

AUn en otra realizacion preferida la invencion proporciona una unidad de expresion de proteina, en la que dichas al
menos dos secuencias de TRAP son esencialmente idénticas y/o dichas al menos dos secuencias STAR son
esencialmente idénticas.

En una realizacién preferida se proporciona una unidad de expresion de proteina segin la invencion, en la que dicha
proteina de interés es una cadena pesada de inmunoglobulina. Aln en otra realizacion preferida se proporciona una
unidad de expresion de proteina segun la invencion, en la que dicha proteina de interés es una cadena ligera de
inmunoglobulina. Cuando estan presentes estas dos unidades de expresion de proteina en la misma célula
(hospedadora), se ensambla una proteina multimérica y mas especificamente un anticuerpo.

La invencion también incluye una célula (hospedadora) que comprende al menos una unidad de expresion de
proteina segun la invencion. Entonces se usa una célula (hospedadora) de este tipo por ejemplo para procesos de
produccién a gran escala.

La invencion también incluye una célula que puede obtenerse segin uno cualquiera de los métodos tal como se
describen en el presente documento.

En una realizacion preferida, una célula segun la invencién es una célula vegetal. EI ARNi desempefia un papel
importante en la célula vegetal y por tanto aplicar un método segin la invencién a una célula vegetal es
particularmente ventajoso. Ejemplos de una célula vegetal dicotiledénea son una célula de patata, una célula de
tomate o una célula de Arabidopsis. Ejemplos de una célula monocotiledénea son una célula de arroz, una célula de
trigo o una célula de cebada.

AUn en otra realizacién, la invencién proporciona una linea celular que comprende una célula tal como se describid
anteriormente. Preferiblemente, dicha linea celular comprende una linea celular de osteosarcoma U-2 OS, CHO,
293, mieloma HuNS-1, retinoblastoma WERI-Rb-1, BHK, Vero, mieloma de ratdn no secretante Sp2/0-Ag 14,
mieloma de ratdn no secretante NSO, o de carcinoma de glandula suprarrenal NCI-H295R.

Una célula o una linea celular segin la invencion es particularmente ventajosa cuando se usa para la produccion de
una molécula proteica.

Ademas, la invencién también proporciona un método para producir una proteina de interés que comprende cultivar
una célula o una linea celular segun la invencion y recoger dicha proteina de interés a partir del cultivo
correspondiente.

La evaluacion anterior y los siguientes ejemplos se proporcionan para fines ilustrativos, y no se pretende que limiten
el alcance de la invencion tal como se reivindica en el presente documento. Simplemente proporcionan algunas de
las realizaciones preferidas de la invencién. Las modificaciones y variaciones, que se le pueden ocurrir a un experto
en la técnica, estan dentro del alcance pretendido de esta invencion. Varias otras realizaciones se aplican a la
presente invencion, incluyendo: otros genes marcadores seleccionables; otros elementos de IRES o medios de
atenuacion de la actividad de IRES; otros elementos que afectan a la transcripcién incluyendo promotores,
potenciadores, intrones, terminadores y sitios de poliadenilacion; otros ordenes y/o orientaciones de los genes
monocistronicos y bicistronicos; otros elementos anti-represores o partes, derivaciones y/o analogos de los mismos;
otros sistemas de vector para el suministro de las moléculas de ADN de la invencion en células hospedadoras
eucariotas; y aplicaciones del método de la invencién a otros sistemas transgénicos.
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Parte experimental y resultados
Ejemplo 1: Identificacidon de una secuencia de pausa de transcripcion (TRAP)

Un objeto de esta invencion es identificar elementos de ADN que actdan como secuencia de pausa de transcripcion
(TRAP). En este ejemplo se proporciona un método para identificar secuencias de TRAP.

Materiales y métodos

Plasmidos

Para construir pIRES-6, se toma pIRES (Clontech) como plasmido de partida. Se corta pIRES con Bglll y Dral, y se
ligan el promotor de CMV, la secuencia intermedia (1V), el IRES y la sefial de poliadenilacién de SV40 en pBSKS
(Stratagene), se corta con BamHI y EcoRV para crear pIRES-1. Se ligan los oligos STOP 1
(CTAGCTAAGTAAGTAAGCTTGG) y STOP 2 (AATTCCAAGCTTACTTA CTTAG) en pIRES1 cortado con Nhel-
Xhol, creando pIRES-2. Esto da como resultado tres codones de terminacion, en tres marcos de lectura diferentes,
delante de IRES. Se aparearon los oligos BamHI-Bglll-Ascl (TTAAGGATCCAGATCTGGCGCGCC) y Ascl-Bglll-
BamHI (TTAAGGCGCGCCAGATCTGGATCC) y se ligaron en pIRES-2 cortado con Bsal, creando pIRES-3. De esta
manera, se crean sitios Ascl, BamHI y Bglll en las secuencias intermedias. Se corta pORFCODA::UPP (InvitroGen)
con Ncol-Nhel, se rellena con el fragmento Klenow y se liga en 3’ del IRES, en el Smal de pIRES-3, creando pIRES-
4. Se realiza la clonacion en la secuencia intermedia para evitar la posibilidad de que la adicién de una secuencia dé
como resultado aumento de la inestabilidad del ARN. Esto también daria como resultado una sefial de ARN inferior
en una transferencia, pero esto no tendria nada que ver con el bloqueo de la transcripcidn. Colocar la secuencia que
va a someterse a prueba en secuencias intermedias da como resultado la transcripcion de esta secuencia para dar
ARN, pero se corta y empalma posteriormente, de modo que se forma un ARNm de codA funcional. Esto sucede
independientemente de si habia una secuencia adicional dentro de la secuencia intermedia o no. Por tanto, cualquier
disminucion en la sefial de ARNm no se debe a pérdida de estabilidad del ARN, sino a una consecuencia directa de
la terminacion de la transcripcion debida a la secuencia de TRAP.

A continuacién, se corta pIRES-4 con Xhol-Xba I, se rellena con el fragmento Klenow y se liga en pBSKS cortado
con Sma |, creando pIRES-5. Se corta pIRES 5 con Sall, y se liga en pPURO parcialmente digerido con Sall,
creando pIRES-6. Por tanto el casete completo consiste en el promotor de CMV, la IV, IRES, codA::upp y la sefial de
poliadenilacién de SV40 en una estructura principal de pREP4 (Invitrogen). En esta estructura principal esta
presente un gen de resistencia a higromicina, para permitir la seleccion de transformantes sobre higromicina.

Para crear pIRES-31, se sustituyen el IRES y codA::upp en pIRES-6 por s6lo codA::upp. Se aparean los oligos Notl-
Bcll-EV (GGCCGCTGATCAGATATCGCGG) y Nhel-EcoRV-Bcll (CTAGCCGCGATATCTGATCAGC) y se ligan a
pIRES 6 digerido con Notl-Nhel, que libera el IRES y codA::upp. Esto crea pIRES-30. Entonces se liga el ORF de
CodA::upp como un fragmento de BamHI en pIRES-30 cortado con Bcll, creando pIRES-31 (fig. 3).

Transfeccion y cultivo de células U2-OS

Transfeccion y cultivo de células U-2 OS con los plasmidos pIRES-6 y pIRES-31: Se cultiva la linea celular U-2 OS
de osteosarcoma humano (n.° de la ATCC HTB-96) en medio de Eagle modificado por Dulbecco + suero de ternero
fetal al 10% que contiene glutamina, penicilina y estreptomicina (citado anteriormente) a 37°C/CO, al 5%. Se
transfectan las células con el vector pIRES-6 y -31 que contiene supuestas TRAP en MCSI usando SuperFect. Se
completa la seleccion con higromicina en 2 semanas, tiempo tras el cual se aisla un conjunto de clones U-2 OS
resistentes a higromicina y se aisla el ARN usando protocolos convencionales (Sambrook et al 1989).

Resultados
Se transfectan varios constructos en células U-2 OS
1) Elvector de control vacio tal como se muestra en la figura 3.
2) Un ADN de 2400 pb de longitud de fago A (pb 35711-38103) en orientacion 5’-3’
3) Un ADN de 2400 pb de longitud de fago A (pb 35711-38103) en orientacion 3'-5’
4) La secuencia de ADN de MAZ de 60 pb de longitud
5) STAR7
6) STAR 40
7) El vector de control vacio tal como se muestra en la figura 3

8) Una secuencia de poliA sintética (SPA) de 50 pb de longitud en orientacion 5'-3'
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9) Una combinacién de la secuencia de SPA de 50 pb de longitud y un sefial de pausa del gen de globina a.2
de 92 pb de longitud en orientacion 5’-3'

10) Una secuencia de poli sintética de 50 pb de longitud en orientacion 3'-5’

11) Una combinacion de la secuencia de SPA de 50 pb de longitud y una sefial de pausa del gen de globina a2
de 92 pb de longitud en orientacién 3’-5’

Tras la transfeccion, se realiza la seleccién mediante higromicina. Tras tres semanas, se recoge todo el conjunto de
células y se aisla el ARNm. Se usa todo el conjunto de células y no colonias individuales puesto que el vector de la
figura 3 se replica de manera episomal, lo que previene los efectos de posicién que podrian producirse cuando los
vectores se integran de manera estable.

Tal como se muestra en la figura 4, el fragmento de lambda (pb 35711-37230) (carril 2) bloquea eficazmente la
transcripcion del gen codA impulsada por el promotor de CMV, en comparacién con el control vacio (carriles 1y 7).
También una secuencia de poliA sintética (SPA) de 50 pb de longitud (Levitt et al 1989)
(AATAAAAGATCCTTATTTTCAC TAGTTCTGTGTGTTGGTTTTTTGTGTG) o bien sola (carril 8) o bien en
combinacion con una sefial de pausa de 92 pb del gen de globina o2 humana
(AACATACGCTCTCCATCAAAACAAAACGAAACAAAACAAACTAGCAAAATAGGCTGTCCCCAGTGCAAGTGCAG
GTGCCAGAACATTTCTCT) (Enriquez-Harris et al 1991) (carril 9) bloquea de manera potente la transcripcion del
gen codA impulsada por el promotor de CMV. Se usa el gen de resistencia a higromicina como control interno,
indicando el nimero de copias de los plasmidos. Se ha notificado que la secuencia de MAZ de 60 pb de longitud es
un poderoso blogueante de la transcripcion (Ashfield et al 1994). Sin embargo, en el sistema de prueba, la secuencia
de MAZ (carril 4) no previene la transcripcion. Ademas, STAR 7 (carril 5) y STAR 40 (carril 6) no previenen la
transcripcion del gen codA impulsada por el promotor de CMV. La cuantificacion de las sefiales usando un
instrumento de obtencién de imagenes de fésforo mostré que el fago lambda (pb 35711-38103), la secuencia de
SPA y el 95% del bloque de combinacion SPA/Pausa del promotor de CMV impulsaban la transcripcién. Se concluye
que el fragmento de fago lambda (pb 35711-38103) y las secuencias de SPA, SPA/Pausa (tabla 1) sirven como
TRAP.

Ejemplo 2: Las secuencias de TRAP bloquean la transcripcion de una manera direccional

Materiales y métodos

Se hace referencia a los experimentos del ejemplo 1.
Resultados

Tal como se muestra en la figura 4, la orientacion de la TRAP es un pardmetro esencial en la accion de las
secuencias de TRAP. El fago lambda (pb 35711-38103) sirve s6lo como TRAP en una orientacién 5-3' (carril 2).
Cuando se somete a prueba en la contraria, la orientacion 3'-5’ (carril 3), no se encuentra ningun bloqueo de la
transcripcion impulsada por CMV. De manera similar, la SPA y la secuencia combinada SPA/Pausa bloquean la
transcripcion sélo en la orientacion 5’-3’ (carriles 8 y 9) y no en la orientacion 3'-5’ (carriles 10 y 11). La dependencia
de la orientacién de las secuencias de TRAP es de importancia para la orientacion en la que pueden usarse cuando
flanquean transgenes.

Ejemplo 3: Las TRAP mejoran los efectos de elementos STAR sobre el nivel de expresion de transgenes

Un objeto de esta invencion es mejorar la expresion transgénica para la produccién de proteinas heterdlogas,
aumentando asi el rendimiento de la proteina heteréloga.

Materiales y métodos

Plasmidos

Se describe a continuacion la construccion del vector pPlug&Play-d2EGFP-ires-Zeo (PP). Se modifica el plasmido
pd2EGFP (Clontech 6010-1) mediante insercion de un conector en el sitio BsiWl para producir pd2EGFP-link. El
conector (preparado apareando los oligonucléotidos GTACGGATATCAGATCTTTAATTAAG y GTACCTTAATT
AAAGATCTGATAT) introduce sitios para las endonucleasas de restriccion Pacl, Bglll y EcoRV. Esto crea el sitio de
clonacion mdltiple MCSIlI para la insercibn de elementos STAR. Entonces se usan cebadores
(GATCAGATCTGGCGCGCCATTTAAATCGTC TCGCGCGTTTCGGTGATGACGG) y
(AGGCGGATCCGAATGTATTTAGA AAAATAAACAAATAGGGG) para amplificar una region de 0,37 kb de
pd2EGFP, que se inserta en el sitio Bglll de pIRES (Clontech 6028-1) para producir pIRES-stuf. Esto introduce sitios
para las endonucleasas de restriccion Ascl y Swal en MCSI, y actia como “fragmento de relleno” para evitar la
posible interferencia entre elementos STAR y promotores adyacentes. Se digiere pIRES-stuf con Bglll y Fspl para
liberar un fragmento de ADN compuesto por el fragmento de relleno, el promotor de CMV, el elemento IRES
(flanqueado por sitios de clonacion multiple MCS A y MCS B) y la sefial de poliadenilacion de SV40. Se liga este
fragmento con la estructura principal de vector de pd2EGFP-link producido mediante digestion con BamHI y Stul,
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para producir pd2IRES-link.

Se insertan los marcos de lectura abiertos de los genes de resistencia a zeocina en los sitios BamHI/Notl de MCS B
en pd2IRES-link tal como sigue: se amplifica el ORF de resistencia a zeocina mediante PCR con cebadores
(GATCGGATCCTTC GAAATGGCCAAGTTGACCAGTGC) y (AGGCGCGGCCGCAATTCTCAG TCCTGCTCCTC)
del plasmido pEM7/zeo, se digiere con BamHI y Notl y se liga con pd2IRES-link digerido con BamHI/Notl para dar
pd2IRES-link-zeo.

Se introduce el ORF indicador de SEAP en pd2IRES-link-zeo mediante amplificacién por PCR de pSEAP2-basic con
cebadores (GATCGAATTCTCGCGACTTCG CCCACCATGC) y
(AGGCGAATTCACCGGTGTTTAAACTCATGTCTGCTC GAAGCGGCCGG), e insercion del casete de SEAP
digerido con EcoRlI en los sitios EcoRIl en MCS A de los plasmidos pd2IRES-link-zeo (para producir el plasmido
PP2). Se corta PP2 con EcoRI y Milul para eliminar el gen SEAP y se introduce p2EGFP con cebadores
(GATCGAATTCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAG) y
(AGGCACGCGTGTTAACCTACACATTGATCCTAGCAGAAGC).

Se clonan fragmentos de STAR de Ascl en el sitio Ascl de MCS | de ppd2EGFP. Se amplifica un fragmento de ADN
de lambda de 2,4 kb (TRAP) usando cebadores (GATCATTTAAATGT CGACCTGAATTGCTATGTTTAGTGAGTTG)
y (GATCGTCGACGTTTGG CTGATCGGC), y se clona como un fragmento de Sall en MCS |, en 5’ con respecto al
STAR. Entonces se amplifican STAR y TRAP usando cebadores (GATCTTAATTAACCAAGCTTGCATGCCTGCAG)
y (AGGCGATATCGCG CGAGACGATTTAAATGG), se cortan con EcoRV y Pacl, y se ligan en el mismo vector,
cortado con EcoRV y Pacl, a partir del cual se amplificaron.

Transfeccién y cultivo de células CHO

Se cultiva la linea celular de ovario de hamster chino CHO-K1 (ATCC CCL-61) en medio HAMS-F12 + suero de
ternero fetal al 10% que contiene glutamina 2 mM, penicilina 100 U/ml y estreptomcina 100 microgramos/ml a
37°C/CO; al 5%. Se transfectan las células con los plasmidos indicados usando SuperFect (QIAGEN) tal como se
describe por el fabricante. En resumen, se siembran las células en recipientes de cultivo y se cultivan durante la
noche hasta una confluencia del 70-90%. Se combina el reactivo SuperFect con el ADN de plasmido a una razon de
6 microlitros por microgramo (por ejemplo para una placa de Petri de 10 cm, 20 microgramos de ADN y 120
microlitros de SuperFect) y se afiade a las células. Tras otra incubacion durante la noche se afiade zeocina a una
concentracion de 50 pg/ml y se cultivan las células adicionalmente. Tras otros tres dias, se sustituye el medio por
medio nuevo que contiene zeocina (100 pg/ml) y se cultiva adicionalmente. Cuando se hacen visibles colonias
individuales (aproximadamente diez dias tras la transfeccion), se elimina el medio y se sustituye por medio nuevo sin
zeocina. Se aislan clones individuales y se transfieren a placas de 24 pocillos en medio sin zeocina. Un dia tras el
aislamiento de las colonias se afiade zeocina al medio. Se evallia la expresion del gen indicador GFP
aproximadamente 3 semanas tras la transfeccion.

Los constructos sometidos a prueba consisten basicamente en un gen bicistrénico con el gen GFP, un IRES y el gen
de resistencia a zeocina bajo el control del promotor de CMV y un gen monocistronico que codifica para el gen de
resistencia a puromicina bajo el control del promotor de SV40 (figura 2A). Se crea diversidad en los constructos
mediante la adicion de la TRAP de lambda de 2400 pb (pb 35711-38103) (tabla 1) a los extremos 5’y 3’, STAR 40
(tabla 2) a los extremos 5’ y 3’ 0 la combinacién de STAR 40 y la TRAP de lambda (pb 35711-38103) a los extremos
5'y 3. Se transfectan los constructos en células CHO-K1. Se expanden colonias estables antes de que se determine
la sefial de GFP en un citémetro de flujo XL-MCL Beckman Coulter. Se toma la media de la sefial de GFP como
medida para el nivel de la expresion de GFP y esto se representa en la figura 5.

Resultados

La fig 5 muestra que flanquear todo el constructo GFP-IRES-Zeo (figura 2A) con la TRAP de lambda (pb 35711-
38103) en la orientacion 5’-3' (véase la figura 4) no da como resultado colonias de CHO estables que expresan
niveles significativamente superiores de la proteina GFP, en comparacion con el control “vacio” sin las secuencias
de TRAP (control). Sin embargo, flanquear todo el casete con la TRAP de lambda (pb 35711-38103) (orientacion 5'-
3') y STAR 40 combinados da como resultado sefiales de GFP significativamente superiores (aproximadamente del
200%) en comparacion con las sefiales de GFP més altas que se obtienen con un constructo que esté flanqueado
por elementos STAR 40 solos. Por tanto, se concluye que la TRAP de lambda (pb 35711-38103) potencia la
capacidad de los elementos STAR para transmitir niveles de expresidn superiores a un transgén.

Ejemplo 4: Lainfluencia de una TRAP sobre el rendimiento de proteina depende de la orientacion.

Materiales y métodos

Se hace referencia a los experimentos del ejemplo 3.
Resultados

Tal como se muestra en la figura 6, la orientacion de la TRAP es un pardmetro esencial en la accion de las
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secuencias de TRAP. La TRAP de fago lambda (pb 35711-37230) sirve s6lo como TRAP en la orientacion 5'-3’
(figura 3, carril 2). Cuando se somete a prueba en la orientacién 3'-5', que no transmite bloqueo de la transcripcion
(figura 3, carril 3), tampoco se observa efecto sobre los niveles de expresion de la proteina GFP. No se observa
ningun efecto de la secuencia de lambda por si misma y ningn efecto cuando se combina con STAR 40 (figura 6).
La dependencia de la orientacion de las secuencias de TRAP es de importancia para la orientacién en la que van a
usarse cuando flanquean transgenes.

Ejemplo 5: La estabilidad de la expresidn transgénica se mejora mediante las TRAP

Durante el cultivo de células hospedadoras recombinantes, es una practica comin mantener la seleccién con
antibiéticos. Esto pretende prevenir el silenciamiento transcripcional del transgén, o la pérdida del transgén del
genoma mediante procesos tales como recombinacién. Sin embargo, no se desea para la produccion de proteinas,
por una serie de motivos. En primer lugar, los antibidticos que se usan son bastante caros, y contribuyen
significativamente al coste unitario del producto. En segundo lugar, para uso biofarmacéutico, la proteina debe ser
pura de manera demostrable, sin trazas del antibiético en el producto. Una ventaja de STAR y TRAP para la
produccién de proteinas heter6logas es que confieren expresion estable en los transgenes durante el cultivo
prolongado, incluso en ausencia de seleccion con antibéticos; esta propiedad se demuestra en este ejemplo.

Materiales y métodos

Se miden los niveles de expresion de GFP en las colonias que se describen en el ejemplo 3 tras periodos de una
semana. Tras las tres semanas iniciales tras la transfeccién cuando se realizan las primeras mediciones de GFP, se
cultivan las colonias en medio sin zeocina u otros antibidticos. Esto continud durante el resto del experimento.

Resultados

La figura 7 muestra los datos sobre la expresion de GFP de colonias que se transfectaron de manera estable con el
constructo de GFP que esta flanqueado por la TRAP de lambda (pb 35711-38103) en la orientacion 5-3'y STAR 40
combinados. Se escogen las colonias con los niveles de expresion de GFP mas altos en la figura 5 para analisis de
la estabilidad de la expresion a lo largo del tiempo en ausencia de presion de seleccion mediante antibiéticos. La
expresion de la proteina GFP indicadora permanece estable en las células CHO en los tres puntos de tiempo. El
primer punto de tiempo representa el inicio del experimento cuando la presion de seleccion se elimina. Se realizan
mediciones tras una, dos y tres semanas, lo que significa aproximadamente 10, 20 y 30 ciclos celulares
respectivamente. Las colonias que contienen la TRAP de lambda y STAR 40 combinados son estables en ausencia
de antibidticos. Esto demuestra que la aplicacion de la capacidad de una combinacion de elementos de TRAP y
STAR protege a los transgenes frente al silenciamiento durante el cultivo prolongado. También demuestra que esta
propiedad es independiente de la seleccidn con antiboticos.

Ejemplo 6: Las secuencias de TRAP bloquean la transcripcion en el contexto de elementos STAR

Materiales y métodos

El cultivo y la determinacion de los niveles de expresion de ARN son como en el ejemplo 1.
Resultados

Se colocan los siguientes insertos en los constructos de codA:

1) El vector de control vacio tal como se muestra en la figura 3.

2) STAR 7

3) La secuencia de SPA/pausa en la orientacién 5'-3’

4) La secuencia de SPA/pausa en la orientacién 3'-5’

5) La secuencia de SPA/pausa en la orientacion 5’-3' y colocada en 5’ de STAR7
6) La secuencia de SPA/pausa en la orientacion 3'-5' y colocada en 5’ de STAR7
7) La secuencia de SPA/pausa en la orientacion 5’-3' y colocada en 3’ de STAR7
8) La secuencia de SPA/pausa en la orientacion 3'-5' y colocada en 3’ de STAR7

Los ocho constructos se transfectan posteriormente en células CHO, se recogen conjuntos de colonias transfectadas
de manera estable y se miden los niveles de ARNm de codA mediante analisis de transferencia de tipo Northern. Se
usa el gen de resistencia a higromicina como control interno, indicando el nimero de copias de los plasmidos. Se
compara la sefial de codA con la sefial del vector vacio (carril 1).

Tal como se muestra en la figura 8, la orientacion de la TRAP de SPA/pausa es un parametro esencial en la accién

17



10

ES 2373549 T3

de secuencias de TRAP. La SPA/pausa so6lo sirve como TRAP en la orientacién 5’-3' (carril 3), y no en la orientacion
3'-5’ (carril 4). STAR7 no sirve como TRAP (carril 2). Cuando se coloca en 5’ de STAR?7, la secuencia de SPA/pausa
todavia sirve como TRAP en la orientacién 5'-3’ (carril 5), pero no en la orientacion 3'-5’ (carril 6). Cuando se coloca
en 3’ de STAR?7, la secuencia de SPA/pausa también sirve como TRAP en la orientacion 5'-3’ (carril 7), pero no en la
orientacion 3'-5’ (carril 8). Se concluye que la secuencia de SPA/pausa todavia funciona como TRAP en el contexto
de un elemento STAR. Esto es importante puesto que la secuencia de TRAP se usa en el contexto de un elemento
STAR cuando flanquea un transgén. También se concluye que la dependencia de la orientacién de la TRAP sigue
siendo igual en el contexto del elemento STAR: sélo la orientacién 5-3' proporciona funcién de TRAP. La
dependencia de la orientacion de las secuencias de TRAP es de importancia para la orientaciéon en la que pueden
usarse cuando flanquean transgenes. Finalmente se concluye que colocar la secuencia de SPA/pausa en 5’ o0 en 3’
del elemento STAR no influye en su funcién de TRAP. Sélo importa la orientacién de la propia secuencia de TRAP.

Tabla 1. Secuencias de TRAP que se usan para las pruebas en los ejemplos descritos.

>fragmento de lambda 35711-38103

' —AGATCTGAATTGCTATGTTTAGTGAGTTGTATCTATTTATTTTTCAATAAATACAATTGGTTAT
GTGTTTTGGGGGCGATCGTGAGGCAAAGAAAACCCGGCGCTGAGGCCGGGTTATTCTTGTICTCTGGTCAA
ATTATATAGTTGGAAAACAAGGATGCATATATGAATGAACGATGCAGAGGCAATGCCGATGGCGATAGTG
GOGTATCATGTAGCCGCTTATGCTGGAAAGAAGCAATAACCCGCAGAAAAACAAAGCTCCAAGCTCAACAA
AACTAAGGGCATAGACAATAACTACCGATGTCATATACCCATACTCTCTAATCTTGGCCAGTCGGCGCGTT
CTGCTTCCGATTAGAAACGTCAAGGCAGCAATCAGGATTGCAATCATGGTICCTGCATATGATGACAATGT
CGCCCCAAGACCATCTCTATGAGCTGAAAAAGAAACACCAGGAATGTAGTGGCGGAAAAGGAGATAGCAA
ATGCTTACGATAACGTAAGGAATTATTACTATGTAAACACCAGGCATGATTCTGTTCCGCATAATTACTCCT
GATAATTAATCCTTAACTTTGCCCACCTGCCTTTTAAAACATTCCAGTATATCACTTTTCATTCTTGCGTAGC
AATATGCCATCTCTTCAGCTATCTCAGCATTGGTGACCTTGTTCAGAGGCGCTGAGAGATGGCCTTTTTCTG
ATAGATAATGTTCTGTTAAAATATCTCCGGCCTCATCTTTTGCCCGCAGGCTAATGTCTGAAAATTGAGGTG
ACGGGTTAAAAATAATATCCTTGGCAACCTTTTTTATATCCCTTTTAAATTTTGGCTTAATGACTATATCCAA
TGAGTCAAAAAGCTCCCCTTCAATATCTGTTGCCCCTAAGACCTTTAATATATCGCCAAATACAGGTAGCTT
GGCTTCTACCTTCACCGTTGTTCGGCCGATGAAATGCATATGCATAACATCGTCTTTGGTGGTTCCCCTCAT
CAGTGGCTCTATCTGAACGCGCTCTCCACTGCTTAATGACATTCCTTTCCCGATTAAAAAATCTGTCAGATC
GGATGTGGTCGGCCCGAAAACAGTTCTGGCAAAACCAATGGTGTCGCCTTCAACAAACAAAAAAGATGGG
AATCCCAATGATTCOTCATCTGCGAGGCTGTTCTTAATATCTTCAACTGAAGCTTTAGAGCGATTTATCTTC
TGAACCAGACTCTTGTCATTTGTTTTGGTAAAGAGAAAAGTTTTTCCATCGATTTTATGAATATACAAATAA
TTGGAGCCAACCTGCAGGTGATGATTATCAGCCAGCAGAGAATTAAGGAAAACAGACAGGTTTATTGAGC
GCTTATCTTTCCCTTTATTTTTGCTGCGGTAAGTCGCATAAAAACCATTCTTCATAATTCAATCCATTTACTA
TGTTATGTTCTGAGGGGAGTGAAAATTCCCCTAATTCGATGAAGATTCTTGCTCAATTGTTATCAGCTATGC
GCCGACCAGAACACCTTGCCGATCAGCCAAACGTCTCTTCAGGCCACTGACTAGCGATAACTTTCCCCACA
ACGGAACAACTCTCATTGCATGGGATCATTGGGTACTGTGGGTTTAGTGGTTGTAAAAACACCTGACCGCT
ATCCCTGATCAGTTTCTTGAAGGTAAACTCATCACCCCCAAGTCTGGCTATGCAGAAATCACCTGGCTCAAC
AGCCTGCTCAGGGTCAACGAGAATTAACATTCCGTCAGGAAAGCTTGGCTTGGAGCCTGTTGGTGCGGTCA
TGGAATTACCTTCAACCTCAAGCCAGAATGCAGAATCACTGGCTTTTTTGGTTGTGCTTACCCATCTCTCCG
CATCACCTTTGGTAAAGGTTCTAAGCTCAGGTGAGAACATCCCTGCCTGAACATGAGAAAAAACAGGGTAC
TCATACTCACTTCTAAGTGACGGCTGCATACTAACCGCTTCATACATCTCGTAGATTTCTCTGGCGATTGAA
GGGCTAAATTCTTCAACGCTAACTTTGAGAATTTTTGCAAGCAATGCGGCGTTATAAGCATTTAATGCATTG
ATGCCATTAAATAAAGCACCAACGCCTGACTGOCCCATCCCCATCTTGTCTGCGACAGATTCCTGGGATAA
GOCAAGTTCATTTTTCTTTTTTTCATAAATTGCTTTAAGGCGACGTGCGTCCTCAAGCTGCTCTTGTGTTAAT
GGTTTCTTTTTTGTGCTCATACGTTAAATCTATCACCGCAAGGGATAAATATCTAACACCGTGCGTGTTGAC
TATTTTACCTCTGGCGGTGATAATGGTTGCATGTACTAAGGAGGTTGTATGGAACAACGCATAACCCTGAA
AGATTATGCAATGCGCTTTGGGCAAACCAAGACAGCTAAAGATCT—3"
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>fragmento de lambda 22425-27972

5.
CTGCAGATCTGGAAATTGCAACGAAGGAAGAAACCTCGTTGCTGCGAAGCCTGGAAGAAGTATCGGGTGTT
GCTGAACCGTGTTGATACATCAACTGCACCTGATATTGAGTGGCCTGCTGTCCCTGTTATGGAGTAATCGTT
TTGTGATATGCCGCAGAAACGTTGTATGAAATAACGTTCTGCGGTTAGTTAGTATATTGTAAAGCTGAGTAT
TGGTTTATTTGGCGATTATTATCTTCAGGAGAATAATGGAAGTTCTATGACTCAATTGTTCATAGTGTTTAC
ATCACCGCCAATTGCTTTTAAGACTGAACGCATGAAATATGGTTTTTCGTCATGTTTTGAGTCTGCTGTTGA
TATTTCTAAAGTCGGTTTITTTTCTTCGTTTTCTCTAACTATTTTCCATGAAATACATTTTTGATTATTATTTG
AATCAATTCCAATTACCTGAAGTCTTTCATCTATAATTGGCATTGTATGTATTGGTITATTGGAGTAGATGC
TTGCTTTTCTGAGCCATAGCTCTGATATCCAAATGAAGCCATAGGCATTTGTTATTTTGGCTCTGTCAGCTG
CATAACGCCAAAAAATATATTTATCTGCTTGATCTTCAAATGTTGTATTGATTAAATCAATTGGATGGAATT
GTTTATCATAAAAAATTAATOTTTGAATGTGATAACCGTCCTTTAAAAAAGTCGTTTCTGCAAGCTTGGCTG
TATAGTCAACTAACTCTTCTGTCGAAGTGATATTTTTAGGCTTATCTACCAGTTTTAGACGCTCTTTAATATC
TTCAGGAATTATTTTATTGTCATATTGTATCATGCTAAATGACAATTTGCTTATGGAGTAATCTTTTAATTTT
AAATAAGTTATTCTCCTGGCTTCATCAAATAAAGAGTCGAATGATGTTGGCGAAATCACATCGTCACCCAT
TGGATTGTTTATTTGTATGCCAAGAGAGTTACAGCAGTTATACATTCTGCCATAGATTATAGCTAAGGCATG
TAATAATTCGTAATCTTTTAGCGTATTAGCGACCCATCGTCTTTCTGATTTAATAATAGATGATTCAGTTAA
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ATATGAAGGTAATTTCTTT TG TGCAAGTCTGACTAACTTTTTTATACCAATGTTTAACATACTTTCATTTGTA
ATAAACTCAATGTCATTTTCTTCAATGTAAGATGAAATAAGAGTAGCCTTTGCCTCGCTATACATTTCTAAA
TCGCCTTGTTTTTCTATCGTATTGCGAGAATTTTTAGCCCAAGCCATTAATGGATCATTTTTCCATTTTTCAA
TAACATTATTGTTATACCAAATGTCATATCCTATAATCTGGTTTTTGTTTTTTTGAATAATAAATGTTACTGT
TCTTGCGGTTTGGAGGAATTGATTCAAATTCAAGCGAAATAATTCAGGGTCAAAATATGTATCAATGCAGC
ATTTGAGCAAGTGCGATAAATCTTTAAGTCTTCTTTCCCATGGTTTTTTAGTCATAAAACTCTCCATTTTGAT
AGGTTGCATGCTAGATGCTGATATATTTTAGAGGTGATAAAATTAACTGCTTAACTGTCAATGTAATACAA
GTTGTTTGATCTTTGCAATGATTCTTATCAGAAACCATATAGTAAATTAGTTACACAGGAAATTTTTAATAT
TATTATTATCATTCATTATGTATTAAAATTAGAGTTGTGGCTTGGCTCTGCTAACACGTTGCTCATAGGAGA
TATGGTAGAGCCGCAGACACGTCGTATGCAGGAACGTGCTOCGGCTGGCTGGTGAACTTCCGATAGTGCGG
GTGTTGAATGATTTCCAGTTGCTACCGATTTTACATATTTTTTGCATGAGAGAATTTGTACCACCTCCCACC
GACCATCTATGACTGTACGCCACTGTCCCTAGGACTGCTATGTGCCGGAGCGGACATTACAAACGTCCTTCT
CGOTGCATGCCACTGTTGCCAATCACCTGCCTAGGAATTGGTTAGCAAGTTACTACCGGATTTTGTAAAAA
CAGCCCTCCTCATATAAAAAGTATTCGTTCACTTCCGATAAGCGTCGTAATTTTCTATCTTTCATCATATTCT
AGATCCCTCTGAAAAAATCTTCCGAGTTTGCTAGGCACTGATACATAACTCTTTTCCAATAATTGGGGAAGT
CATTCAAATCTATAATAGGTTTCAGATTTGCTTCAATAAATTCTGACTGTAGCTGCTGAAACGTTGCGGTTG
AACTATATTTCCTTATAACTTTTACGAAAGAGTTTCTTTGAGTAATCACTTCACTCAAGTGCTTCCCTGCCTC
CAAACGATACCTGTTAGCAATATTTAATAGCTTGAAATGATGAAGAGCTCTGTGTTTGTCTTCCTGCCTCCA
GTTCGCCGGGUATTCAACATAAAAACTGATAGCACCCGGAGTTCCGOAAACGAAATTTGCATATACCCATT
GCTCACGAAAAAAAATGTCCTTGTCGATATAGGGATGAATCGCTTGGTGTACCTCATCTACTGCGAAAACT
TGACCTTTCTCTCCCATATTGCAGTCGCGGCACGATGGAACTAAATTAATAGGCATCACCGAAAATTCAGG
ATAATGTGCAATAGGAAGAAAATGATCTATATTTTTTGTCTGTCCTATATCACCACAAAATGGACATTTTTC
ACCTGATGAAACAAGCATGTCATCGTAATATGTTCTAGCGGGTTTGTTTTTATCTCGGAGATTATTITCATA
AAGCTTTTCTAATTTAACCTTTGTCAGGTTACCAACTACTAAGGTTGTAGGCTCAAGAGGGTGTGTCCTGTC
GTAGGTAAATAACTGACCTGTCGAGCTTAATATTCTATATTGTTGTTCTTTCTGCAAAAAAGTGGGGAAGTG
AGTAATGAAATTATTTCTAACATTTATCTGCATCATACCTTCCGAGCATTTATTAAGCATTTCGCTATAAGTT
CTCOCTGGAAGAGGTAGTTTTTTCATTGTACTTTACCTTCATCTCTGTTCATTATCATCGCTTTTAAAACGGT
TCGACCTTCTAATCCTATCTGACCATTATAATTTTTTAGAATGGTTTCATAAGAAAGCTCTGAATCAACGGA
CTGCGATAATAAGTGGTGGTATCCAGAATTTGTCACTTCAAGTAAAAACACCTCACGAGTTAAAACACCTA
AGTTCTCACCGAATGTCTCAATATCCGGACGGATAATATTTATTGCTTCTCTTGACCGTAGGACTTTCCACA
TGCAGGATTTTGGAACCTCTTGCAGTACTACTGGGGAATGAGTTGCAATTATTGCTACACCATTGCGTGCAT
CGAGTAAGTCGCTTAATGTTCGTAAAAAAGCAGAGAGCAAAGGTGGATGCAGATGAACCTCTGGTTCATC
GAATAAAACTAATGACTTTTCGCCAACGACATCTACTAATCTTGTGATAGTAAATAAAACAATTGCATGTC
CAGAGCTCATTCGAAGCAGATATTTCTGCGATATTGTCATAAAACAATTTAGTGAATTTATCATCGTCCACTT
GAATCTGTGGTTCATTACGTCTTAACTCTTCATATTTAGAAATGAGGCTGATGAGTTCCATATTTGAAAAGT
TITCATCACTACTTAGTTTTTTGATAGCTTCAAGCCAGAGTTGTCTTTTTCTATCTACTCTCATACAACCAAT
AAATGCTGAAATGAATTCTAAGCGGAGATCOGCCTAGTGATTTTAAACTATTGCTGGCAGCATTCTTGAGTC
CAATATAAAAGTATTGTGTACCTTTTGCTGGGTCAGGTTGTTCTTTAGGAGGAGTAAAAGGATCAAATGCA
CTAAACGAAACTCGAAACAAGCGATCGAAAATATCCCTTTGGGATTCTTGACTCGATAAGTCTATTATTTTCA
GAGAAAAAATATTCATTGTTTTCTGGGTTGGTGATTGCACCAATCATTCCATTCAAAATTGTTGTTTTACCA
CACCCATTCCGUCCGATAAAAGCATGAATGTTCGTGCTGGGCATAGAATTAACCCGTCACCTCAAAAGGTAT
AGTTAAATCACTGAATCCGGGAGCACTTTTTCTATTAAATGAAAAGTGGAAATCTGACAATTCTGGCAAAC
CATTTAACACACGTGCGAACTGTCCATGAATTTCTGAAAGAGTTACCCCTCTAAGTAATGAGGTGTTAAGG
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ACGCTTTCATTTTCAATGTCGGCTAATCGATTTGGCCATACTACTAAATCCTGAATAGCTTTAAGAAGGTTA
TGTTTAAAACCATCGCTTAATTTGCTGAGATTAACATAGTAGTCAATGCTTTCACCTAAGGAAAAAAACATT
TCAGGGAGTTGACTGAATTTTTTATCTATTAATGAATAAGTGCTTACTTCTTCTTTTTGACCTACAAAACCA
ATTTTAACATTTCCGATATCGCATTTTTCACCATGCTCATCAAAGACAGTAAGATAAAACATTGTAACAAAG
GAATAGTCATTCCAACCATCTGCTCGTAGGAATGCCTTATTTTTTTCTACTGCAGGAATATACCCGCCTCTTT
CAATAACACTAAACTCCAACATATAGTAACCCTTAATTTTATTAAAATAACCGCAATTTATTTGGCGGCAAC
ACAGGATCTCTCTTTTAAGTTACTCTCTATTACATACGTTTTCCATCTAAAAATTAGTAGTATTGAACTTAAC
GGOOGCATCOTATTGTAGTTTTCCATATTTAGCTTTCTGCTTCCTTTTGGATAACCCACTGTTATTCATGTTGC
ATGGTGCACTGTTTATACCAACGATATAGTCTATTAATGCATATATAGTATCGCCGAACGATTAGCTCTTCA
GGCTTCTGAAGAAGCGTTTCAAGTACTAATAAGCCGATAGATAGCCACGGACTTCGTAGCCATTTTTCATA
AGTGTTAACTTCCGUTCCTCGCTCATAACAGACATTCACTACAGTTATGGCGGAAAGGTATGCATGCTGGG
TGTGGGGAAGTCGTGAAAGAAAAGAAGTCAGCTGCOGTCGTTTGACATCACTGCTATCTTCTTACTGGTTAT
GCAGGTCGTAGTGGGTGGCACACAAAGCTTTGCACTGGATTGCGAGGCTTTGTGCTTCTCTGGAGTGCGAC
AGGTTTGATGACAAAAAATTAGCGCAAGAAGACAAAAATCACCTTGCGCTAATGCTCTGTTACAGGTCACT
AATACCATCTAAGTAGTTGATTCATAGTGACTGCATATGTTGTGTTTTACAGTATTATGTAGTCTGTTTTTTA
TGCAAAATCTAAT T TAATATATTGATATTTATATCATTTTACGTTTCTCGTTCAGCTTTTTTATACTAAGTTG
GCATTATAAAAAAGCATTGCTTATCAATTTGTTGCAACGAACAGGTCACTATCAGTCAAAATAAAATCATT
ATTTGATTTCAATTTTGTCCCACTCCCTGCCTCTGTCATCACGATACTGTGATGCCATGGTGTCCGACTTATG
CCCGAGAAGATGTTGAGCAAACTTATCGCTTATCTGCTTCTCATAGAGTCTTGCAGACAAACTGCGCAACT
COTGAAAGGTAGGCGGATCC—3

> Secuencia de poliA sintética (SPA) combinada y sefial de pausa del gen de globina a2 humana

5°--ATAAAAGATCCTTATTTTCACTAGTTCTGTG TG TTGGTTTTTIGTGTGAACATACGCTCTCCATCA
AAACAAAACGAAACAAAACAAACTAGCAAAATAGGCTGTCCCCAGTGCAAGTGCAGGTGCCAGAA
CATTTCTCT—3

> Inter-histona H3FA-H4F (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/ gTracks? hgsid=13148179&
position=chr6%3A26063) (cromosoma 6, pb 26063887-26064766)

5' _TATTTGAGGACACTAACCTGTGCGCCATCCACGCCAAGCGCGTCACTATCATGCCCAAGGACAT
CCAGCTCGCCCGCCGCATCCGCGGAGAGAGGGUGTGATTACTGTGGTCTCTCTGACGGTCCAAGCA
AAGGCTCTTTTCAGAGCCACCACCTTTTCAAGTAAAGTAGCTGTAAGAAACCAATTTAAGACAAAAGGGAA
TGCATTGGGAGCACTTTTCGTTTTAATGCTACTGAAGGCTTCAAAACCAATCGATTTCGGCCGGTCGCGGTG
ACTCACGCCTGTAATTCAAGCACTTTGAGAGGCTGAGGCGGGCGGATTACCAGAAATCAGGAGTTCGGGAT
CAGCCTGGCCAACATGOGCCGAATCCOCGTCTCTACGAAAAATACAAAAACACGCCGGGOGCGACGGCOGAGC
GCTTGTAATCCCAGCTACACTCTGAAGGCTGAGGCAGGAGAAACACTTGAACCTGAGAGGCAGAGGTTTC
AGTGAATCGAGATGGCTCTAATGTACTCCAGTCTGGGCGACAGAGAGATTCGGTTAAAAAAAAAGTTCGA
CTTAAAATAATTCTGGAGTCAGAATCGGGTTTACATTTAATTCTTAACCCAGTTCCTCAAAGCCTGTAGCTCT
GTTAAGAAAATAAAGGCCATTGGTCAAGCCTGCTTGGTCCCACCCTCATCTCCCCACCCTCCCCCAATCGCT
GCTCCCGCCATTTCCTGGGGCTTGGAGGAGGGGTTAAAGGAGCGGACTGTAGGCGTCACATTTCCCGCCTG
CGCGCTTTTCAGTCTCAGTGTCCGCTGGAGGTGGGGGCAGGOOTAACGTAGATATATAAAGATCGGTTTCC
TATTCTCTCACTTGCTCTTGGTTCACTTCT—3'

> Inter-histona H1F4-H2BFB (cromosoma 6: 26214737-26215909)

5" —AAGGCGCCCAAGAGCCCAGCGAAGGCCAAAGCAGTTAAACCCAAGGCGGCTAAACCAAAGAC
CGCCAAGCCCAAGGCAGCCAAGCCAAAGAAGGCGGCAGCCAAGAAAAAGTAGAAAGTTCCTTTGGCCAAC
TGCTTAGAAGCCCAACACAACCCAAAGGCTCTTTTCAGAGCCACCCACCGCTCTCAGTAAAAGAGCTGTTG
CACTATTAGGGGGCGTGGCTCGGGAAAACGCTGCTAAGCAGGGGCGGGTCTCCCGGGAACAAAGTCGGUGG
AGAGGAGTGGGATTTTGTGTGTCTCCGGAGCTATTTTTGACTAAGGCGTCGCGTCGCCCAAGCCGGAGTGO
AGTGGCGTCATCTCGATTTTGCGTTCTCGAGTGTCGGAGTTGAACCCATTTGGGCCTCCCTTGTGCTTTGC A
CTTTTAGCAGGCCCTGGCCTCCAGATAGCATGOGAAAAAAAATGTTGGGATTTTCCCGGGTTTCTAAGCTG
GOTTTTTCCGAGTTCCAAACACGGCACAGTGTATCAGTTTCTGTGCTGGTTACAAGCCTACTGGTTATCCCT
ATCGAGTATGGCAGGCAGTGAGGGACTTCAGAGGAGTACGTCTTAGGACAAGTGGCATAGTACTGACATT
ATTTCCGAAGGGCTACATTTCAAGTGCTTGGGGAGACTACTGCCACATAACTGAAAATTAGAAACCGACAC
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TGCAGAAAAATACTTGGTCCTTAAATGTGGCATTTGGATGGATTAAGGACTTGCCGAAACGTAAAACTGAC
AGACTTGGGGGGGGGGGATGTCCCAATTAGCACGGCTTCTGTATGCAACGAGTCCCATACTTTGTTAAAGG
AAGAAAGCGAATGTCGAGTTCTCCTAATCTGTTAAGTATCTTTCGGTGTAAGTTCTGACACCACAATGTTAAA
AAAGTCGGATCTCAAAAACCAACTGCTCCAAGCGAAGTGCACAGCTGTCTTGCCTAAAGAGGCCTATTTAT
AGTAGCCTCGGGTAGTCTGGTCTGGGCTTTCTCATTGGGTACAAGTAAAGGAACGAAATAGCCAATGAAAA
GGTAGACTTTTAAGTGTCGTTTACATTGGCATTTGTGACGACACTCTAAAATTAATCCAATCATAAACGAAA
TCTGATTAACCTCATTTGAATACCGCATCTATAAATGAACAGGGCC-- 37
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Tabla 2. Los elementos STAR que se usan para las pruebas en los ejemplos descritos.

>STAR4
GATCTGAGTCATGTTTTAAGGGGAGGATTCTTTTGGCTGCTGAGTTGAGATTAGGTTGAGGGTAGTGAAGG
TAAAGGCAGTGAGACCACGTAGGGGTCATTGCAGTAATCCAGGCTGCGAGATGATGGTGGTTCAGTTGGAA
TAGCAGTGCATGTGCTGTAACAACCTCAGCTGGGAAGCAGTATATGTGGCGTTATGACCTCAGCTGGAACA
GCAATGCATGTGGTGGTGTAATGACCCCAGCTGGGTAGGGTGCATGTGATGGAACAACCTCAGCTGGGTAG
CAGTGTACTTGATAAAATGTTGGCATACTCTAGATTTGTTATGAGGGTAGTGCCATTAAATTTCTCCACAAA
TTGGTTGTCACGTATGAGTGAAAAGAGGAAGTGATGGAAGACTTCAGTGCTTTTGGCCTGAATAAATAGAA
GACGTCATTTCCAGTTAATGGAGACAGGGAAGACTAAAGGTAGGGTGGGATTCAGTAGAGCAGGTGTTCA
GTTTTGAATATGATGAACTCTGAGAGAGGAAAAACTTTTTCTACCTCTTAGTTTTTGTGACTGGACTTAAGA
ATTAAAGTGACATAAGACAGAGTAACAAGACAAAAATATGCGAGGTTATTTAATATTTTTACTTGCAGAGG
GGAATCTTCAAAAGAAAAATGAAGACCCAAAGAAGCCATTAGGGTCAAAAGCTCATATGCCTTTTTAAGT
AGAAAATCATAAATTTTAACAATGTGAGAAGACAAAGGTGTTTGAGCTGAGGGCAATAAATTGTGGGACA
GTGATTAAGAAATATATGGGGGAAATCGAAATGATAAGTTATTTTAGTAGATTTATTCTTCATATCTATTTTG
GCTTCAACTTCCAGTCTCTAGTGATAAGAATGTTCTTCTCTTCCTGGTACAGAGAGAGCACCTTTCTCATGG
GAAATTTTATGACCTTGCTGTAAGTAGAAAGGGGAAGATCTCCTGTTTCCCAGCATCAGGATGCAAACATT
TCCCTCCATTCCAGTTCTCAACCCCATGGCTGGGCCTCATGGCATTCCAGCATCGCTATGAGTGCACCTTTC
CTGCAGGCTGCCTCGGGTAGCTGGTGCACTGCTAGGTCAGTCTATGTGACCAGGAGCTGGGCCTCTGGGCA
ATGCCAGTTGGCAGCCCCCATCCCTCCACTGCTGGGGGCCTCCTATCCAGAAGGGCTTGGTGTGCAGAACG
ATGGTGCACCATCATCATTCCCCACTTGCCATCTTTCAGGGGACAGCCAGCTGCTTTGGGCGCGGCAAAAA
ACACCCAACTCACTCCTCTTCAGGGGCCTCTGGTCTGATGCCACCACAGGACATCCTTGAGTGCTGGGCAG
TCTGAGGACAGGGAAGGAGTGATGACCACAAAACAGGAATGGCAGCAGCAGTGACAGGAGGAAGTCAAA
GGCTTGTGTGTCCTGGCCCTGCTGAGGGCTGGCGAGGGCCCTGGGATGGCGCTCAGTGCCTGGTCGGCTGE
AAGAGGCCAGCCCTCTGCCCATGAGGOGGAGCTGGCAGTGACCAAGCTGCACTGCCCTGGTGGTGCATTTCC
TGCCCCACTCTTTCCTTCTAAGATC

=STARG6
GATCTGACCCACCACAGACATCCCCTCTGGCCTCCTGAGTGGTTTCTTCAGCACAGCTTCCAGAGCCAAATT
AAACGTTCACTCTATGTCTATAGACAAAAAGGGTTTTGACTAAACTCTGTGTTTTAGAGAGGGAGTTAAAT
GCTGTTAACTTTTTAGGGGTGGGCCGAGAGGAATGACAAATAACAACTTGTCTGAATGTTTTACATTTCTCCC
CACTGCCTCAAGAAGGTTCACAACGAGGTCATCCATGATAAGGAGTAAGACCTCCCAGCCGGACTGTCCCT
CGGUCCCCAGAGGACACTCCACAGAGATATGCTAACTGGACTTGGAGACTGGCTCACACTCCAGAGAAAA
GCATGGAGCACGAGCGCACAGAGCAGGGCCAAGGTCCCAGGGACAGAATGTCTAGGAGGGAGATTGGGG
TGAGGGTAATCTGATGCAATTACTGTGGCAGCTCAACATTCAAGGGAGGGGGAAGAAAGAAACAGTCCCT
GTCAAGTAAGTTGTGCAGCAGAGATGGTAAGCTCCAAAATTTGAAACTTTGGCTGCTGGAAAGTTTTAGGG
GGCAGAGATAAGAAGACATAAGAGACTTTGAGGGTTTACTACACACTAGACGCTCTATGCATTTATTTATT
TATTATCTCTTATTTATTACTITGTATAACTCTTATAATAATCTTATGAAAACGGAAACCCTCATATACCCAT
TTTACAGATGAGAAAAGTGACAATTTTGAGAGCATAGCTAAGAATAGCTAGTAAGTAAAGGAGCTGGGAC
CTAAACCAAACCCTATCTCACCAGAGTACACACTCTTTITTTTATTCCAGTGTAATTTTTTTTAATTTTTATTTT
ACTTTAAGTTCTGGGATACATGTGCAGAAGGTATGGTTTGTTACATAGGTATATGTGTGCCATAGTGGATTG
CTGCACCTATCAACCCGTCATCTAGGTTTAAGCCCCACATGCATTAGCTATTTGTCCTGATGCTCTCCCTCCC
CTCCCCACACCAGACAGGCCTTGGTGTGTGATGTTCCCCTCCCTGTGTCCATGTGTTCTCACTGTTCAGCTCC
CACTTATGAGTGAGAACATGTGGTATTTGGTITICTGTTCCTGTGTTAGTTTGCTGAGGATGATGGCTTCCA
GCTTCATCCATGTCCCTGCAAAGGACACGATC

>5TART7
GATCACCCGAGGTCAGGAGTTCAAGACCAGCCTGGCCAACATGGTAAAACCTCGTCTCTACTAAAAAAATA
COAAAAATTAGCTGGTTGTGGTGGTGCOTGCTTGTAATCCCAGCTACTCOGUGGAGGCTGAGGCAGGAGAATC
ACTTGAATCTGGGAGGCAGAGGTTGCAGTGAGCTGAGATAGTGCCATTGCACTCCAGCCTGGGCAACAGA
CGGAGACTCTGTCTCCAAAAAAAAAAAAAAAAATCTTAGAGCGACAAGAATGGCTCTCTCAAACTTTTGAA
GAAAGAATAAATAAATTATGCAGTTCTAGAAGAAGTAATGGGGATATAGGTGCAGCTCATGATGAGGAAG
ACTTAGCTTAACTTTCATAATGCATCTGTCTGGCCTAAGACGTGGTGAGCTTTTTATGTCTGAAAACATTCC
AATATAGAATGATAATAATAATCACTTCTGACCCCCCTTTTTTTTCCTCTCCCTAGACTGTGAAGCAGAAAC
CCCATATTTTTCTTAGGGAAGTGGCTACGCACTTTGTATTTATATTAACAACTACCTTATCAGGAAATTCAT
ATTGTTGCCCTTTTATGGATGGGOAAACTGGACAAGTGACAGAGCAAAATCCAAACACAGCTGGGGATTTC
CCTCTTTTAGATGATGATTTTAAAAGAATGCTGCCAGAGAGATTCTTGCAGTGTTGGAGGACATATATGAC
CTTTAAGATATTTTCCAGCTCAGAGATGCTATGAATGTATCCTGAGTGCATGGATGGACCTCAGTTTTGCAG
ATTCTGTAGCTTATACAATTTGGTGGTTTTCTTTAGAAGAAAATAACACATTTATAAATATTAAAATAGGCC
CAAGACCTTACAAGGGCATTCATACAAATGAGAGGCTCTGAAGTTTGAGTTTGTTCACTTTCTAGTTAATTA
TCTCCTGCCTGTTTGTCATAAATGCGTTTAGTAGGGAGCTGCTAATGACAGGTTCCTCCAACAGAGTGTGGA
AGAAGGAGATGACGGCTGGCTTCCCCTCTGGGACAGCCTCAGAGCTAGTGGGGAAACTATGTTAGCAGAG
TGATGCAGTGACCAAGAAAATAGCACTAGGAGAAAGCTGGTCCATGAGCAGCTGGTGAGAAAAGGGGTGG
TAATCATGTATGCCCTTTCCTGTTTTATTTTTTATTGGGTTTCCTTTTGCCTCTCAATTCCTTCTGACAATACA
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AAATGTTGGTTGGAACATGGAGCACCTGGAAGTCTGGTTCATTTTCTCTCAGTCTCTTGATGTTCTCTCGGG
TTCACTGCCTATTGTTCTCAGTTCTACACTTGAGCAATCTCCTCAATAGCTAAAGCTTCCACAATGCAGATT
TTGTGATGACAAATTCAGCATCACCCAGCAGAACTTAGGTTTTTTTCTGTCCTCCGTTTCCTGACCTTTTTCT
TCTGAGTGCTTTATGTCACCTCGTGAACCATCCTTTCCTTAGTCATCTACCTAGCAGTCCTGATTCTTTTGAC
TTGTCTCCCTACACCACAATAAATCACTAATTACTATGGATTCAATCCCTAAAATTTGCACAAACTTGCAAA
TAGATTACGGGTTGAAACTTAGAGATTTCAAACTTCAGAAAAAAGTTTAAATCAAGAAAAATGACCTTTAC
CTTGAGAGTAGAGGCAATGTCATTTCCAGGAATAATTATAATAATATTGTGTTTAATATTTGTATGTAACAT
TTGAATACCTTCAATGTTCTTATTTGTGTTATTTTAATCTCTTGATGTTACTAACTCATTTGGTAGGGAAGAA
AACATGCTAAAATAGGCATGAGTGTCTTATTAAATGTGACAAGTGAATAGATGGCAGAAGGTGGATTCATA
TTCAGTTTTCCATCACCCTGGAAATCATGCGGAGATGATTTCTGCTTGCAAATAAAACTAACCCAATGAGG
GGAACAGCTGTTCTTAGGTGAAAACAAAACAAACACGCCAAAAACCTTTATTCTCTTTATTATGAATCAAA
TTTTTCCTCTCAGATAATTGTTTTATTTATTTATTTTTATTATTATTGTTATTATGTCCAGTCTCACTCTGTCG
CCTAAGCTGGCATGATC

>5TARI12
ATCCTGCTTCTGGGAAGAGAGTGGCCTCCCTTGTGCAGGTGACTTTGGCAGGACCAGCAGAAAMCCCAGGTT
TCCTGTCAGGAGGAAGTGCTCAGCTTATCTCTGTGAAGGGTCGTGATAAGGCACGAGGAGGCAGGGGCTTG
CCAGGATGTTGCCTTICTGTGCCATATGGGACATCTCAGCTTACGTTGTTAAGAAATATTTGGCAAGAAGAT
GCACACAGAATTTCTGTAACGAATAGGATGGAGTTTTAAGGGTTACTACGAAAAAAAGAAAACTACTGGA
GAAGAGGGAAGCCAAACACCACCAAGTTTGAAATCGATTTTATTGGACGAATGTCTCACTTTAAATTTAAA
TGGAGTCCAACTTCCTTTTCTCACCCAGACGTCGAGAAGGTGGCATTCAAAATGTTTACACTTGTTTCATCT
GCCTTTTTGCTAAGTCCTGGTCCCCTACCTCCTTTCCCTCACTTCACATTTGTCGTTTCATCGCACACATATG
CTCATCTTTATATTTACATATATATAATI TITATATATGGCTTGTGAAATATGCCAGACGAGGGATGAAATA
GTCCTGAAAACAGCTGGAAAATTATGCAACAGTGGGGAGATTGGGCACATGTACATTCTGTACTGCAAAGT
TGCACAACAGACCAAGTTTGTTATAAGTGAGGCTGGGTGGTTTTTATTTTTTCTCTAGGACAACAGCTTGCC
TGGTGGAGTAGGCCTCCTGCAGAAGGCATTTTCTTAGGAGCCTCAACTTCCCCAAGAAGAGGAGAGGGCG
AGACTGGAGTTGTGCTGGCAGCACAGAGACAAGGGGGCACGGCAGGACTGCAGCCTGCAGAGGGGCTGG
AGAAGCGGAGGCTGGCACCCAGTGGCCAGCGAGGCCCAGOGTCCAAGTCCAGCGAGGTCGAGGTCTAGAGT

ACAGCAAGGCCAAGGTCCAAGGTCAGTGAGTCTAAGGTCCATGGTCAGTGAGGCTGAGACCCAGGGTCCA
ATGAGGCCAAGGTCCAGAGTCCAGTAAGGCCGAGATC

>STARISB
CTAAAGGCATTTTATATAGAGCTGTGGTTTTTGTGGTTTACCTGTGGCCGTGGCCAGAGGTTCCTGGGAGGT
TAACAGGTGTITTTTGAGGGTTGGGGCTTGGGTGGOGETGGGUTGAATTCTCTGTTICTAGGATGTGCTTGG
TGTTTGAATCTAGGCTITAGTGACTGATGCTGGTTAATITCTAGGGTTGATGGTTTATTGGGCCTTGTGTTGT
ATGAGATGGAATTTTAAATATTTTTAAATGTTTCTCTAGTTCTTAGAGAAATTTTTAAGCAACTCAAGATAG
GCTCTTCCCGCATATGATAATCCGTCAGGTGAATTTGGATTCTTTTATATCACAAAATGAATCCATGTTTTG
GOGAGGTAATGGTATCAGAATATATGGTGCAGGTCTTGGTAAAAACCCAATAGATCTTTGAGAAATACAAG
ACATCTCTGTGTTGAAACATCGTGTGTTTCTTATTTGCCAGAGTAGGAAAAGAGTAGATCTTTTTGCTCTCT
AAATGTATTGATGGGTTGTGTTTTTTITTCCCACCTGCTAATAAATATTACATTGCAACATTCTTCCCTCAACT
TCAAAACTGCTGAACTGAAACAATATGCATAAAAGAAAATCCTTTGCAGAAGAAAAAAAGCTATTTTCTCC
CACTGATTTTGAATGGCACTTGCGGATGCAGTTCGCAAATCCTATTGCCTATTCCCTCATGAACATTGTGAA
ATGAAACCTTTGGACAGTCTGCCGCATTGCGCATGAGACTGCCTGCGCAAGGCAAGGGTATGGTTCCCAAA
GCACCCAGTGGTAAATCCTAACTTATTATTCCCTTAAAATTCCAATGTAACAACGTGGGCCATAAAAGAGT
TTCTGAACAAAACATGTCACTTTGTGGAAAGGTGTTTTICGTAATTAATGATGGAATCATGCTCATTTCAAA
ATGGAGGTCCACGATTTGTGGCCAGCTGATGCCTGCAAATTATCCTGGATCACTAACTCTGA

>5TAR3S
CGACTTGGTGATGCGGGCTCTTTTTTGGTTCCATATGAACTTTAAAGTAGTCTTTTCCAATTCTGTGAAGAA
AGTCATTGGTAGGTTGATGGGGATGGCATTGAATCTGTAAATTACCTTGGGCAGTATGGCCATTTTCACAAT
GTTGATTCTTCCTATCCATGATGATGGAATGTTCTTCCATTAGTTTGTATCCTCTTTTATTTCCTTGAGCAGT
GGTTTGTAGTTCTCCTTGAAGAGGTCCTTCACATCCCTTGTAAGTTGGATTCCTAGGTATTTTATTICTCTTTG
AAGCAATTGTGAATGGGAGTTCACTCACGATTTGGCTCTCTGTTTGTCTGCTGGTGTATAAGAATGTTTGTG
ATTTTTGTACATTGATTTTGTATCCTGAGACTTTGCTGAAGTTGCTTATCAGCTTAAGGAGCTTTTGGGCTGA
GACAATGGGATTTTCTAGATATACAATCATGTCGTCTGCAAACAGGGACAATTTGACTTCCTCTTTTCCTAA
TTGAATACACTTTATCTCCTTCTCCTGCCTAATTGCCCTGGGCAGAACTTCCAACACTATGTTGAATAGGAG
TGGTGAGAGAGGGCATCCCTGTCTTGTGCCAGTTTTCAAAGGGAATGCTTCCAGTTTTTGCCCATTCAGTAT
GATATTGGCTGTGGGTTTGTCATAGATAGCTCTTATTATTTTGAAATGTGTCCCATCAATACCTAATTTATTG
AGAGTTTTTAGCATGAAGCATTGTTGAATTTTGTCAAAGGCTTTTTCTGCATCTATTGAGATAATCATGTGG
TTTTTGTCTTTGGCTCTGTTTATATGCTGGATTACATTTATTGATTTGTGTATATTGAACCAGCCTTGCATCC
CAGGGATGAAGCCCACTTGATC

>S5TAR40

GATCAAGAAAGCACTCCGGGCTCCAGAAGGAGCCTTCCAGGCCAGCTTTGAGCATAAGCTGCTGATGAGC
AGTGAGTGTCTTGAGTAGTGTTCAGGGCAGCATGTTACCATTCATGCTTGACTTCTAGCCAGTGTGACGAG
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AGGCTGGAGTCAGGTCTCTAGAGAGTTGAGCAGCTCCAGCCTTAGATCTCCCAGTCTTATGCGGTGTGCCC
ATTCGCTTTGTGTCTGCAGTCCCCTGGCCACACCCAGTAACAGTTCTGGGATCTATGGGAGTAGCTTCCTTA
GTGAGCTTTCCCTTCAAATACTTTGCAACCAGGTAGAGAAGTTTGGAGTGAAGGTTTTGTTCTTCGTTTCTT
CACAATATGGATATGCATCTTCTTTTGAAAATGTTAAAGTAAATTACCTCTCTTTTCAGATACTGTCTTCATG
CGAACTTGGTATCCTGTTTCCATCCCAGCCTTCTATAACCCAGTAACATCTTTTTTGAAACCAGTGGGTGAG
AAAGACACCTGGTCAGGAACGCGGACCACAGGACAACTCAGGCTCACCCACGGCATCAGACTAAAGGCAA
ACAAGGACTCTGTATAAAGTACCGGTGGCATGTGTATTAGTGGAGATGCAGCCTGTGCTCTGCAGACAGGG
AGTCACACAGACACTTTTCTATAATTICTTAAGTGCTTTGAATGTTCAAGTAGAAAGTCTAACATTAAATTT
GATTGAACAATTGTATATTCATGGAATATTTTGGAACGGAATACCAAAAAATGGCAATAGTGGTTCTTTCT
GGATGGAAGACAAACTTTTCTTCTTTAAAATAAATTTTATTTTATATATTTGAGGTTGACCACATGACCTTA
AGGATACATATAGACAGTAAACTGGTTACTACAGTGAAGCAAATTAACATATCTACCATCGTACATAGTTA
CATTTTTTTGTGTGACAGGAACAGCTAAAATCTACGTATTTAACAAAACTCCTAAAGACAATACATTTTTAT
TAACTATAGCCCTCATGATGTACATTAGATC

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
Figura 1. Diagrama esquematico de lainvencién.

La figura 1A muestra una Unica unidad de expresion, gen 1, bajo el control del promotor de CMV en un plasmido.
Este plasmido se ha integrado como mudltiples copias en el genoma, en una orientacion tal que la transcripcion es
convergente. Por consiguiente, habra una transcripcién de ultralectura a partir de la copia uno en la copia dos y
viceversa. Esto dard como resultado la formacion de ARNbc. Este plasmido presenta silenciamiento de los genes.

La figura 1B muestra dos unidades de expresion, gen 1 y gen 2, ambas bajo el control del promotor de CMV y
ubicadas en una orientacion divergente en un plasmido. Este plasmido se ha integrado como mudltiples copias en el
genoma. Independientemente de la orientacion, habra siempre transcripcion de ultralectura a partir de un gen en la
copia uno a otro gen en la copia dos. Esto da como resultado la formacion de ARNbc. Este plasmido presenta
silenciamiento de los genes.

La figura 1C muestra una Unica unidad de expresion, gen 1, bajo el control del promotor de CMV en un plasmido.
Este pldsmido se ha integrado como una Unica copia en el genoma. Cuando la integracién es adyacente a un
promotor que esta orientado de una manera convergente en relacion con el pladsmido, habra transcripcion de
ultralectura a partir de ese promotor en el gen 1 del plasmido. Esto da como resultado la formacién de ARNbc. Este
plasmido presenta silenciamiento de los genes.

Figura 2. Diagrama esquematico de lainvencién.

La figura 2A muestra la primera unidad de expresion. Esta flanqueada por elementos TRAP y STAR, y comprende
un gen bicistrénico que contiene (de 5’ a 3’) un transgén (que codifica por ejemplo para un gen indicador o una
subunidad de una proteina multimérica; gen), un IRES y un marcador seleccionable (zeo, que confiere resistencia a
zeocina) bajo el control del promotor de CMV. Se incluye un marcador seleccionable monocistrénico (puro) bajo el
control del promotor de SV40. Ambos genes tienen el terminador de la transcripcion de SV40 en sus extremos 3’ (t).
Las TRAP se dibujan como una flecha que indica que en esa orientacién particular no entra en la unidad de
expresion transcripcion impulsada por ningln promotor fuera de la unidad de expresién.

La figura 2B muestra dos unidades de expresion en un plasmido. Tanto el gen 1 como el gen 2 son ambos parte de
un gen bicistronico que contiene (de 5’ a 3’) un transgén (gen 1), un IRES y un marcador seleccionable (zeo con el
gen 1y puro con el gen 2) bajo el control del promotor de CMV vy el terminador de la transcripcién de SV40 (t). Todo
el casete esta rodeado por elementos STAR y TRAP, estas Ultimas orientadas de tal manera que se mantiene la
transcripcion fuera del casete y los elementos STAR.

La figura 2C muestra una unidad de expresion. Esta flanqueada por elementos TRAP y STAR, y comprende un gen
bicistronico que contiene (de 5’ a 3') a transgén (que codifica por ejemplo para un gen indicador o una subunidad de
una proteina multimérica; gen), un IRES y un marcador seleccionable (zeo, que confiere resistencia a zeocina) bajo
el control del promotor de CMV. El gen tiene el terminador de la transcripcion de SV40 en sus extremos 3’ (t). Se
coloca una secuencia de TRAP en el sentido de 5’ del STAR que esta adyacente al promotor de CMV. Se colocan
dos TRAP para flanquear el STAR en 3. La secuencia de TRAP en el sentido de 3’ (3'-5’) est4 orientada para
prevenir que la transcripcion impulsada por cualquier promotor fuera de la unidad de expresion entre en la unidad de
expresion.

Figura 3. El plasmido pcodA para identificar y someter a prueba supuestas TRAP.

El plasmido pIRES-31 contiene el promotor de CMV en el sentido de 5’ de una secuencia intermedia IV (Clontech)
que contiene un sitio de clonacién mdltiple en el que se clonan supuestas TRAP. En el sentido de 3’ esta el gen
suicida codA::upp. El plasmido comprende ademas el gen de resistencia a higromicina que esta bajo el control del
promotor de SV40. El plasmido también tiene un origen de replicacion (ori) y gen de resistencia a ampicilina (ampR)
para la propagacién en Escherichia coli y el antigeno nuclear EBNA-1 para una replicacion episomal de alto nimero
de copias. La TRAP se dibuja como una flecha que indica que la TRAP bloquea la transcripciéon impulsada por el
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promotor de CMV en esta orientacion particular. Esto es de importancia para la orientacion de TRAP en la figura 2,
que también se dibujan como flechas para indicar la orientacién especifica de las TRAP para prevenir que la
transcripcion impulsada por cualquier promotor fuera de la unidad de expresién entre en esta unidad de expresion.

Figura 4. Las TRAP bloquean eficazmente la transcripcion impulsada por el promotor de CMV

Los constructos indicados con posibles TRAP que estan ubicadas entre el promotor de CMV y el gen codA se
transfectan en células U-2 OS.

1) El vector de control vacio sin secuencias entre el promotor de CMV y el gen codA (figura 3)

2) Un ADN de 2400 pb de longitud de fago A (pb 35711-38103) en orientacion 5'-3’

3) Un ADN de 2400 pb de longitud de fago A (pb 35711-38103) en orientacion 3'-5’

4) La secuencia de ADN de MAZ de 60 pb de longitud (Ashfield et al 1994)

5) STAR7

6) STAR 40

7) El vector de control vacio tal como se muestra en la figura 3

8) Una secuencia de poliA sintética (SPA) de 50 pb de longitud (Levitt et al 1989) en orientacion 5’-3'

9) Una combinacioén de la secuencia de SPA de 50 pb de longitud y una sefial de pausa del gen de globina a2 de
92 pb de longitud en orientacién 5'-3’

10) Una secuencia de poliA sintética de 50 pb de longitud en orientacién 3'-5’

11) Una combinacion de la secuencia de SPA de 50 pb de longitud y una sefial de pausa del gen de globina o2 de
92 pb de longitud en orientacion 3'-5’

Tras la seleccion de transfeccion mediante higromicina se aisla y se transfiere el ARNm. La transferencia se incuba
con una sonda marcada radiactivamente que abarca el gen codA. Como control de carga también se incuba la
transferencia con una sonda radiactiva que abarca el gen de resistencia a higromicina. El fragmento de lambda (pb
35711-38103) bloquea eficazmente la transcripcion del gen codA impulsada por el promotor de CMV en la
orientacion 5’-3' (carril 2), pero no en la orientacion 3'-5’ (carril 3). Ademas, una secuencia de poliA sintética (SPA) o
bien sola (carril 8) o bien en combinacion con una sefial de pausa de globina a2 de 92 pb de longitud (carril 9)
bloquea eficazmente la transcripcidn en la orientacion 5’-3', pero no en la orientaciéon 3'-5’ (carriles 10 y 11). Ni la
secuencia de MAZ (carril 4), STAR 7 (carril 5) ni STAR 40 (carril 6) impiden la transcripcién del gen codA impulsada
por el promotor de CMV. Todas las sefiales se comparan con el vector de control que no contiene ninguna supuesta
secuencia de TRAP (carriles 1y 7).

Figura 5. TRAP mejoran los efectos de elementos STAR sobre la expresién transgénica

Se transfectan constructos que estan flanqueados con la TRAP de lambda (pb 35711-38103) en la orientacién A,
STAR 40 o TRAP de lambda (pb 35711-38103)/STAR40 combinados en células CHO-K1. La orientacion 5-3' de
TRAP de lambda (pb 35711-38103) da como resultado el bloqueo de la transcripciéon (figura 3) y las TRAP se
colocan para flanquear todo el constructo de manera que la transcripcion no puede entrar en las unidades de
expresion. Se expanden colonias estables (14 de cada constructo) y se determina la sefial de GFP en un citdmetro
de flujo XL-MCL Beckman Coulter. Para cada colonia independiente se representa graficamente la media de la sefial
de GFP. Esto se toma como medida para el nivel de expresion de GFP. Se comparan los resultados con colonias
que se transfectan con un constructo que no contiene ni TRAP de lambda (pb 35711-38103) ni elemento STAR
(control).

Figura 6. TRAP actian de una manera dependiente de la orientacién

Se transfectan constructos que estan flanqueados con la TRAP de lambda (pb 35711-38103) en la orientacion 3'-5’,
STAR 40 o TRAP de lambda (pb 35711-38103)/STAR40 combinados en células CHO-K1. La orientacion 3'-5' de
TRAP de lambda (pb 35711-38103) no da como resultado el bloqueo de la transcripcion (figura 3). El analisis de
colonias estables es como en la figura 5.

Figura 7. TRAP y STAR mejoran la estabilidad de la expresion transgénica

Se expanden colonias transfectadas de manera estable que contienen o bien un constructo de GFP sin TRAP de
lambda (pb 35711-38103)/STAR (control) o bien el constructo de GFP que estéa flanqueado por TRAP de lambda (pb
35711-38103)/STAR40 combinados. De las dos categorias se escogen cuatro colonias con los niveles de GFP mas
altos (véase la figura 5). Estas colonias se cultivan adicionalmente sin el antibidtico (zeocina) y se determina la sefial
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de GFP con intervalos de una semana, que representan aproximadamente 10 ciclos celulares. Se representa
graficamente la media de la sefial de GFP como en la figura 3. La primera barra de cada colonia representa la sefial
de GFP en el momento en el que se elimina la presién de seleccion con antibidticos. Las tres barras adyacentes
representan la sefial de GFP que se mide después de una, dos y tres semanas.

Figura 8. Funcidon de TRAP en el contexto de un elemento STAR.

La secuencia de SPA/pausa se coloca en 5’ 0 3' de STAR7 y posteriormente se somete a prueba en el vector de
codA, tras la transfeccion en células CHO. De esta manera se someten a prueba siete insertos diferentes para
determinar su capacidad para bloquear la transcripcion de codA impulsada por CMV, esto en comparacion con la
sefial del vector vacio (carril 1). Los siguientes carriles indican los insertos en los constructos de codA:

1) El vector de control vacio tal como se muestra en la figura 3.

2) STAR 7

3) La secuencia de SPA/pausa en la orientacion 5’-3'

4) La secuencia de SPA/pausa en la orientacién 3'-5’

5) La secuencia de SPA/pausa en la orientacion 5'-3’ y colocada en 5’ de STAR7
6) La secuencia de SPA/pausa en la orientaciéon 3'-5’ y colocada en 5’ de STAR7
7) La secuencia de SPA/pausa en la orientaciéon 5'-3' y colocada en 3' de STAR7
8) La secuencia de SPA/pausa en la orientacion 3'-5' y colocada en 3’ de STAR7

Se usa el gen de resistencia a higromicina como control interno, indicando el niUmero de copias de los plasmidos. La
secuencia de SPA/pausa funciona como TRAP sdlo cuando se usa en la orientacion 5'-3’ (carriles 3, 5y 7), o bien
cuando se usa sola (carril 3), colocada en 5’ de STAR7 (carril 5) o bien colocada en 3' de STAR 7 (carril 7). Cuando
se usa en la orientacién 3'-5' (carriles 4, 6 y 8), la secuencia de SPA/pausa no funciona como TRAP,
independientemente de usarse sola o en combinacion con STAR 7.
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REIVINDICACIONES

Unidad de expresion de proteina que comprende funcionalmente unidos de 5’ a 3': i) un promotor, ii) un
marco de lectura abierto que codifica para una proteina de interés y iii) una secuencia sefial de terminacién
de la transcripcion, caracterizada por que dicha unidad de expresion de proteina comprende ademas al
menos una segunda secuencia sefial de terminacion de la transcripcion ubicada en el sentido de 3’ de dicho
marco de lectura abierto, en la que dicha segunda secuencia sefial de terminacién de la transcripcion esta
en orientacién opuesta de la primera secuencia sefial de terminacién de la transcripcion, y en la que dicha
segunda secuencia sefial de terminacion de la transcripcion se escoge de las secuencias presentadas en la
tabla 1.

Unidad de expresion de proteina segun la reivindicacién 1, comprendiendo ademas dicha unidad de
expresion de proteina una tercera secuencia sefial de terminacion de la transcripcién en el sentido de 5’ de
dicho promotor, en la que dicha segunda secuencia sefial de terminacion de la transcripcion se escoge de
las secuencias presentadas en la tabla 1.

Unidad de expresion de proteina segun la reivindicacion 1 6 2, comprendiendo ademas dicha unidad de
expresion de proteina al menos una secuencia anti-represora estabilizante (STAR) presentada en la tabla 2,
escogida de STAR4, STAR6, STAR7, STAR12, STAR18, STAR35 y STAR40.

Unidad de expresion de proteina segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, comprendiendo
ademas dicha unidad de expresion de proteina al menos dos secuencias anti-represoras estabilizantes
(STAR) presentadas en la tabla 2, escogidas de STAR4, STAR6, STAR7, STAR12, STAR18, STAR35 y
STARA40.

Unidad de expresion de proteina segun la reivindicacion 4, en la que dichas al menos dos secuencias
STAR estan dispuestas de manera que dichas secuencias STAR flanquean la combinacion formada por
dicho promotor, marco de lectura abierto y sefial de terminacién de la transcripcion.

Unidad de expresion de proteina segun la reivindicacién 5, que comprende en el siguiente orden:

a) una secuencia sefal de terminacion de la transcripcidn, escogida de las secuencias presentadas en la
tabla 1,

b) una secuencia STAR,

¢) la combinacién formada por dicho promotor, marco de lectura abierto y sefial de terminacion de la
transcripcion,

d) una secuencia STAR, y

e) una secuencia sefial de terminacién de la transcripcibn en orientacion opuesta, escogida de las
secuencias presentadas en la tabla 1.

Unidad de expresion de proteina segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que dicha
proteina de interés es una cadena de inmunoglobulina o una parte funcional, derivado y/o anédlogo de la
misma.

Unidad de expresion de proteina segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, comprendiendo
dicha unidad de expresion de proteina un gen monocistrénico que comprende funcionalmente unidos de 5’
a 3": i) un promotor, ii) el marco de lectura abierto que codifica para dicha proteina de interés vy iii) una sefial
de terminacion de la transcripcion.

Unidad de expresion de proteina segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, comprendiendo dicha
unidad de expresion de proteina un gen bicistronico que comprende funcionalmente unidos de 5" a 3": i) un
promotor, ii) el marco de lectura abierto que codifica para dicha proteina de interés, iii) un marcador de
seleccién y iv) una sefial de terminacion de la transcripcion, y preferiblemente dicho gen bicistronico
comprende un sitio de iniciacion de la traduccién de proteinas con eficacia de traduccion reducida ubicado
en el sentido de 3’ de dicho marco de lectura abierto.

Unidad de expresion de proteina segun la reivindicacion 9, en la que dicho sitio de iniciacion de la
traduccion de proteinas con eficacia de traduccion reducida comprende un sitio interno de entrada al
ribosoma.

Método para la expresion de al menos una proteina de interés en una célula que comprende proporcionar a
dicha célula al menos una unidad de expresion de proteina segun una cualquiera de las reivindicaciones
anteriores.

Método segln la reivindicacion 11, que comprende ademas proporcionar a dicha célula una segunda
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unidad de expresién de proteina.

Célula que comprende al menos una unidad de expresién de proteina segin una cualquiera de las
reivindicaciones 1-10.

Célula segun la reivindicacion 13, que es una célula vegetal o una célula de mamifero.

Método para producir una proteina de interés que comprende cultivar una célula segun la reivindicacion 13
6 14 y recoger dicha proteina de interés del cultivo correspondiente.

Método para identificar una secuencia sefial de terminacién de la transcripcion que comprende
- proporcionar a una célula un &cido nucleico que comprende
- una secuencia promotora

una secuencia intermedia (IV) en el sentido de 3' de dicho promotor, que comprende una supuesta
secuencia sefial de terminacion de la transcripcion

una secuencia cuyo producto es detectable y cuya secuencia se ubica en el sentido de 3’ de dicha IV

- determinar la cantidad de dicho producto detectable y comparar dicha cantidad con la cantidad de
producto obtenido en una célula que esta provista de un &cido nucleico de control sin dicha supuesta
secuencia sefal de terminacion de la transcripcion.

Método segun la reivindicacion 16, en el que dicho acido nucleico comprende ademas un marcador de
seleccion ubicado fuera de la combinacion de dicho promotor, 1V, secuencia sefial de terminacion de la
transcripcion supuesta y dicha secuencia cuyo producto es detectable y que comprende ademas
seleccionar una célula mediante dicho marcador de seleccion de dicho acido nucleico, obteniendo de ese
modo una célula que comprende dicho acido nucleico.

Método segun la reivindicacion 16 6 17, en el que dicha secuencia cuyo producto es detectable es un gen
suicida, preferiblemente codA o codA::upp.
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FIG 8

Secuencias de TRAP bloquean la trancr

Isada por CMV

o

ipcion impu

en el contexto de un elemento STAR
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