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ES 2823173 T3

DESCRIPCION
Promotor hibrido y usos del mismo

La presente solicitud reivindica prioridad con respecto a la solicitud de patente provisional de los Estados Unidos con
N.° de serie 62/388.391, presentada en la Oficina de Marcas y Patentes de los Estados Unidos el 27 de enero de 2016.

Listado de secuencias

La presente solicitud contiene un listado de secuencias que se ha presentado electrénicamente en formato ASCIl y se
incorpora al presente documento por referencia en su totalidad. Dicha copia en formato ASCII, creada el 25 de enero
de 2017, se denomina JUST0051_SL.ixt y tiene un tamafio de 25.408 bytes.

Antecedentes de la invencion

1. Campo de la invencién

Esta invencion se refiere a la produccién recombinante de proteinas en células de mamifero.
2. Comentarios sobre la técnica relacionada

La produccion a escala industrial de proteinas terapéuticas mediante la expresion recombinante en cultivo de células
de mamifero, es una iniciativa relativamente reciente que se esfuerza por lograr la mayor eficiencia de expresion
recombinante posible y caracteristicas de calidad del producto que cumplan con las directrices legislativas o las
superen.

Para la produccion de proteinas recombinantes, se han utilizado diferentes lineas celulares de mamifero, incluyendo
varias lineas de células de ovario de hamster chino (CHO, Chinese Hamster Ovary). (Véase, por ejemplo, Hu et al.,
Overexpressing Cyclin D1 in a Eukaryotic Cell line, patente de Estados Unidos N.° 6.210.924; Goepfert et al., Protein
Expression from Multiple Nucleic Acids, patente de Estados Unidos N.° 8.771.988; y Wurm, F.M., CHO quasispecies-
Implications for Manufacturing Processes, Processes 1:296-311; doi:10.3390/pr1030296 (2013)).

Para potenciar la expresién recombinante en una variedad de células hospedadoras, se han utilizado promotores
hibridos que combinan elementos potenciadores y promotores de diferentes fuentes genéticas. (Por ejemplo, Harvey,
Hybrid promoters, WO 2008/020960 A1; US 2008/12492 A1).

Estudios previos han demostrado que el promotor del CMV humano y el promotor del CMV murino pueden impulsar
una expresion de alto nivel de expresion heteréloga en las células de mamiferos. (Mizushima y Nagata, pEF-BOS, a
powerful mammalian expression vector. Nucl. Acids Res., 18(17):5322 (1990); Masayuki y Tanaka, The CMV Enhancer
Stimulates Expression of Foreign Genes from the Human EF-la Promoter, Analytical Biochemistry 247:179-181 (1997);
Chattellard, P. et al., The Lupac bifunctional marker and its use in protein production, WO 2006/058900 A1; Chattellard,
P. et al., Expression vectors comprising the mCMV IE2 promoter, patente de Estados Unidos N.°7.824.907;
Hjelmstrom et al., Single IFN-beta fused to a mutated IgG Fc fragment, WO 2009/053368 A1; Gaucher et al., Cell line
having a high transcription activity for the production of proteins, in particular therapeutic proteins, WO 2008/096070
A2; Flannery et al., Recombinant lubricin molecules and uses thereof, patente de Estados Unidos N.° 7.642.236;
Mosyak et al., Method for identifying or designing a candidate agent that interacts with LINGO-1 polypeptide using a
LINGO-1 three-dimensional structure, patente de Estados Unidos N.° 7.693.698; Mosyak et al., WO 2007/092370 A1).

La adicién de intrones también puede aumentar la expresion de proteinas heterdlogas (Lacy-Hulbert, A. et al.,
Interruption of coding sequences by heterologous introns can enhance the functional expression of recombinant genes,
Gene Ther. 8(8):649-653 (2001); Brinster, R.L., et al., Introns increase transcriptional efficiency in transgenic mice,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 836-40 (1988)). Se ha demostrado que el promotor y los intrones del EF 1 alfa (factor
1 de elongacion alfa) de ser humano y de hamster promueven de manera eficaz la expresion génica (Mizushima y
Nagata, pEF-BOS, a powerful mammalian expression vector, Nucl. Acids Res. 18(17):5322 (1990); Running Deer, J.,
y Allison, D. S., High-level expression of proteins in mammalian cells using Transcription Regulatory sequences from
Chinese Hamster Ovary EF-lalpha Gene, Biotechnology Progress 20:880-889 (2004); Allison, D.S., Recombinant
method for making multimeric proteins, WO 2006/063292 A1; Orlova et al., Improved elongation factor-1alpha-based
vectors for stable high-level expression of heterologous proteins in Chinese hamster ovary cells, BMC Biotechnology
14:56 (2014)). En el documento WO 2011/110864 A1 se desvelan vectores que tienen un promotor de CMV humano
que contiene un intrén A. En el documento D1 también se desvela un intrén del EF 1 alfa de ser humano.

Las combinaciones de promotores de CMV humano o murino combinadas con intrones del EF 1 alfa (factor 1 de
elongacion alfa) humano, mostraron una mejora significativa sobre las construcciones de expresion sin intrones (Kim,
S.-Y. et al., El primer intrén del factor 1 de elongacion alfa (EF-1 alfa) de ser humano mejora sumamente la expresion
de genes extrafios del promotor del citomegalovirus murino, J. Biotechnol. 93(2):183-87 (2002)).
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El represor Tet (TetR), que esta codificado por el transposén bacteriano, Tn10, se ha utilizado para regular la expresion
génica en células de mamifero. TetR se une a una secuencia de ADN (TetO) en ausencia de tetraciclina. Al unirse a
la tetraciclina, TetR sufre un cambio conformacional que anula la unién de TetR con TetO. Yao et al., habian
demostrado que el promotor potenciador de CMV humano podia regularse mediante tetraciclina incorporando una
secuencia TetO entre la caja TATA y el sitio de inicio de la transcripcion (TSS, transcriptional start site). (Véase, Yao
et al., Tetracycline repressor, tetR, rather than the tetRmammalian cell transcription factor fusion derivatives, regulates
inducible geneexpression in mammalian cells, Hum. Gene Ther. 9(13):1939-50 (1998); Yao et al., patente de Estados
Unidos N.° 5.972.650; Yao et al., WO99/00510).

Es necesario mejorar la expresion recombinante de las proteinas por parte de las células de mamifero en grandes
lotes o en cultivos continuos para mantener la fuerte produccion de productos biolégicos en una variedad de lineas
celulares de mamifero, que proporciona la presente invencion.

Resumen de la invencion

La presente invencion se refiere a un promotor hibrido para regular la expresién recombinante de una o mas proteinas
de interés. El promotor hibrido incluye: (i) una secuencia potenciadora de citomegalovirus murino (mCMV), que
comprende un elemento potenciador de mMCMV (mCMV-E) y una secuencia promotora de CMV (CMV-P) en su extremo
3', unida operativamente en 5' a una secuencia intronica del factor 1 de elongacion alfa (EF 1 alfa) de rata; (ii) una
primera secuencia lider intermedia unida operativamente, en 3' a la secuencia promotora de CMV de la secuencia
potenciadora de mCMV, y en 5' a la secuencia intrénica del EF 1 alfa de rata; y (iii) una segunda secuencia lider unida
operativamente en 3' a la secuencia intrénica del EF 1 alfa. Esta ingeniosa combinacion de una secuencia potenciadora
de mCMV con una secuencia intronica del EF1 alfa de rata, en el promotor hibrido, facilita la expresiéon recombinante
de proteinas de interés, particularmente por células CHO, con altos titulos y alta productividad especifica adecuados
para la produccion industrial de moléculas bioldgicas, tales como, pero sin limitacion, una proteina de unién a antigeno,
una inmunoglobulina, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo, (por ejemplo, como terapéutica humana para tratar
enfermedades), y fue generalmente superior a la de otros promotores sometidos a ensayo en algunas lineas celulares.

Por consiguiente, la presente invencion también se refiere a un casete de expresion que contiene el inventivo promotor
hibrido, unido operativamente en 5' a un marco abierto de lectura que codifica una proteina exdgena de interés; y un
sitio de poliadenilacion unido operativamente en 3' al marco abierto de lectura.

Otro aspecto de la invencion es un vector de expresion recombinante que comprende el inventivo casete de expresion
que contiene el promotor hibrido.

También se incluye en la invencién una célula hospedadora de mamifero que contiene el inventivo vector de expresion
recombinante que contiene el casete de expresion con el promotor hibrido, tal como una célula procedente de una
célula de ovario de hamster chino (CHO, por las siglas del inglés Chinese Hamster Ovary), por ejemplo, una célula
CHO-K1, una célula DXB11 o una célula DG44.

La presente invencion también se refiere a un método para producir una proteina de interés, in vitro, que implica
cultivar la célula hospedadora de mamifero que contiene el inventivo vector de expresion, en un medio acuoso en
condiciones fisioldgicas que permitan la expresion de la proteina de interés; y recuperar la proteina de interés del
medio. La presente invencion también incluye un método para producir una proteina de interés que implica la expresion
inducible por tetraciclina de la proteina de interés.

El resumen anterior no pretende definir con detalle cada uno de los aspectos de la invencién y en otros apartados, tal
como en el de Descripcion detallada de realizaciones, se describen realizaciones adicionales. Se pretende que todo
el documento se relacione como una divulgacion unificada.

Ademas de lo anterior, la invenciéon desvela realizaciones de la invencién de menor alcance en cualquier forma que
las variaciones definidas por los parrafos especificos anteriores.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra mapas esquematicos de algunas construcciones de expresion ejemplares.

La figura 2 muestra un mapa esquematico del Vector D ejemplar.

La Figura 3A-B muestra el titulo de la proteina Fc-A producida por células DXB11 (Figura 3A) y la productividad
especifica (Figura 3B) en medio de cultivo ProCHO™4 que contiene metotrexato (MTX) 150 nM el dia 8. Cada
barra de error se construyo utilizando 1 error estandar de la media.

La Figura 4A-B muestra el titulo de la proteina Fc-A (Figura 4A) y la productividad especifica producidos por células
DXB11(Figura 4B) en medio PowerCHO™ 2 con MTX 500 nM el Dia 8. Cada barra de error se construy6 utilizando
1 error estandar de la media. La Figura 5A-B muestra el titulo de la proteina Fc-A (Figura 5A) y la productividad
especifica (Figura 5B) de células DG44 en medio PowerCHO™ 2 con MTX y DXB11 1 uM en medio Excell302 con
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MTX 500 nM, el dia 10. Cada barra de error se construyo utilizando 1 error estandar de la media.

La Figura 6 muestra un mapa esquematico de pJV56 con el inventivo promotor hibrido potenciador de mCMV/intron
de rEF-1a que dirige la expresion de LacZ.

La Figura 7 muestra un mapa esquematico de pJV57, que era igual que pJV56, excepto que parte del promotor de
mCMV (mCMV-P) se reemplazé por el promotor de CMV humano (hCMV-P) y las secuencias TetO.

La Figura 8 muestra un mapa esquematico de pJV59, que era igual que pJV56, pero con un promotor de CMV
humano (hCMV-P) optimizado; segun Patwardhan et al., High-resolution analysis of DNA regulatory elements by
synthetic saturation mutagenesis, Nature Biotechnology 27(12):1173-75 (2009)), sustituido por parte de la
secuencia promotora de mCMV (mCMV-P).

La Figura 9 muestra un mapa esquematico de pJV60, que era igual que pJV57, excepto por cambios en las
secuencias TetO (manteniendo la unién de TetR) para emparejarse con la secuencia promotora de CMV humano
(hCMV-P) optimizada.

La Figura 10 a continuacion muestra una representacion esquematica del operador Tet-promotor de CMV humano
(TetO; "Tet") insertado en la secuencia promotora de mCMV ("mCMVP"), en 3' con respecto a la secuencia del
elemento potenciador de mCMV ("MCVE"). Esta insercion reemplaz6 parte del promotor de mCMV por una
secuencia promotora de hCMV (hCMVP). La posicion relativa de la primera secuencia lider también se representa
como "TPL" (por las siglas del inglés tripartite leader, lider tripartita).

La Figura 11 muestra una comparacion esquematica de las secuencias de ADN de un segmento de pJV56 (SEQ
ID NO: 16) y de un segmento de pJV57 (SEQ ID NO: 15). El segmento de pJV57 mostrado en SEQ ID NO: 15,
incluye un segmento (SEQ ID NO: 9) que incorpora una secuencia promotora parcial de hCMV (SEQ ID NO: 24)
y, en 3' con respecto a SEQ ID NO: 24, una secuencia de TetO (SEQ ID NO: 23, que contiene una secuencia de
TetO mas pequefia SEQ ID NO: 29). Las flechas que se muestran en la secuencia de TetO (SEQ ID NO: 29)
indican sitios de union de TetR palindrémicos. La secuencia promotora de mCMV (mCMV-P) y la secuencia
promotora de hCMV (hCMV-P) son las secuencias que van desde la caja TATA hasta el sitio de inicio de la
transcripcion. SEQ ID NO: 25 es el extremo 3' de una secuencia de mCMV-P que se encuentra tanto en pJV57
como en pJV56, y en pJV57 se encuentra en 3' con respecto a SEQ ID NO: 9. El inicio de la transcripcion es el
resto de guanina en la subsecuencia taccg en 3' de SEQ ID NO: 25. Observe que la secuencia de TetO insertada
(SEQ ID NO: 23) sin duda tiene impacto sobre el sitio de inicio de la transcripcién, ya que normalmente el sitio de
inicio de la transcripcion esta ~ 30 bases en 3' con respecto a T en 5' de la caja TATA. La posicion relativa de la
primera secuencia lider también se representa como "TPL", y se muestran algunos restos de nucleétidos en el
extremo 5' de la secuencia TPL.

La Figura 12 muestra una comparacion esquematica de segmentos de las secuencias de ADN de pJV57 y pJV60.
En el segmento mostrado de pJV60 (SEQ ID NO: 18), las secuencias de TetO en el segmento correspondiente de
pJV57 (SEQ ID NO: 17) se cambiaron para emparejarse con las secuencias que aumentaban la expresion
alrededor del sitio de inicio de la transcripcion en el estudio de Patwardhan et al., High-resolution analysis of DNA
regulatory elements by synthetic saturation mutagenesis, Nature Biotechnology 27(12):1173-75 (2009).

La Figura 13 muestra una comparacion esquematica de segmentos de las secuencias de ADN de pJV56 y pJV59.
En este segmento de pJV59 (SEQ ID NO: 20), las secuencias promotoras de hCMV optimizadas en la secuencia
correspondiente de pJV56 (SEQ ID NO: 19) reemplazaron parte de la secuencia promotora de mCMV (mCMV-P)
en una variaciéon del promotor hibrido potenciador de mCMV/intrén del EF la de rata de la invencién.

La Figura 14 muestra la regulacion de la expresion especifica de 3-galactosidasa para cada uno de los vectores
indicados. Células CHO T-REx™ que expresan TetR, se transfectaron transitoriamente con pJV56, pJV57, pJV59,
pJV60, o con el plasmido de control pcDNA5/TO/lacZ. Las células se incubaron durante 24 horas, y después, se
trataron durante 24 horas con tetraciclina (Tet) o se dejaron sin tratar. Las células se sometieron a lisis y LacZ se
analiz6é enzimaticamente. El factor de diferencia entre (+Tet) en comparacion con (-Tet) se muestra encima de las
barras, excepto para el control positivo (p)cDNA5/TO/lacZ).

La Figura 15 muestra un mapa esquematico de pJV40, incluyendo un marco abierto de lectura para TetR.

La Figura 16 ilustra la expresion de LacZ (proteina beta-galactosidasa) por células CHO-K1/TetR (clon 3E7) que
expresan TetR, que se transfectaron transitoriamente con pJV56, pJV57, pJV59, pJV60, o con el plasmido de
control pcDNA5/TO/lacZ. Las células se incubaron durante 24 horas, y después, se trataron durante 24 horas con
tetraciclina (Tet) o se dejaron sin tratar. Las células se sometieron a lisis y LacZ se analizé enzimaticamente. La
diferencia de veces entre (+Tet) en comparacion con (-Tet), se muestra encima de las barras.

La Figura 17 ilustra la expresion de LacZ (proteina beta-galactosidasa) por células CHO-K1/TetR (clon 3F9) que
expresan TetR, que se transfectaron transitoriamente con pJV56, pJV57, pJV59, pJV60, o con el plasmido de
control pcDNA5/TO/lacZ. Las células se incubaron durante 24 horas, y después, se trataron durante 24 horas con
tetraciclina (Tet) o se dejaron sin tratar. Las células se sometieron a lisis y LacZ se analizé enzimaticamente. La
diferencia de veces entre (+Tet) en comparacion con (-Tet), se muestra encima de las barras.

La Figura 18 ilustra la expresion de LacZ (proteina beta-galactosidasa) por células CHO-K1/TetR (clon 4G2) que
expresan TetR, que se transfectaron transitoriamente con pJV56, pJV57, pJV59, pJV60, o con el plasmido de
control pcDNA5/TO/lacZ. Las células se incubaron durante 24 horas, y después, se trataron durante 24 horas con
tetraciclina (Tet) o se dejaron sin tratar. Las células se sometieron a lisis y LacZ se analizé enzimaticamente. La
diferencia de veces entre (+Tet) en comparacion con (-Tet), se muestra encima de las barras.

Descripcion detallada de realizaciones
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Los encabezados de los apartados utilizados en el presente documento tienen fines organizativos solamente, y no
deben considerarse como limitantes de la materia objeto descrita.

Definiciones

A menos que se defina de otro modo en el presente documento, los términos cientificos y técnicos utilizados en relacion
con la presente solicitud, tendran los significados que comuUnmente entienden los expertos familiarizados con la
materia. Ademas, a no ser que el contexto requiera otra cosa, los términos en singular incluiran las pluralidades y los
términos en plural incluiran el singular. Por tanto, como se usa en la presente memoria descriptiva y en las
reivindicaciones adjuntas, las formas en singular "un/uno/una" y "el/la", incluyen referencias en plural a menos que el
contexto indique claramente lo contrario. Por ejemplo, la referencia a "una proteina" incluye una pluralidad de
proteinas; la referencia a "una célula" incluye poblaciones de una pluralidad de células.

La presente invencion se refiere a un promotor hibrido para regular la expresién recombinante de una o mas proteinas
de interés. El inventivo promotor incluye una secuencia potenciadora de mCMV unida operativamente a una secuencia
intrénica del EF 1 alfa de rata. El término "mCMV", utilizado indistintamente con "muCMV", se refiere a citomegalovirus
murino, que es un herpesvirus de la subfamilia Betaherpesviridae. El mCMV es un virus de ADN bicatenario con
envoltura, con especificidad de hospedador por ratones. De manera similar, el término "hCMV", o indistintamente
"huCMV", se refiere a citomegalovirus humano.

La "secuencia potenciadora de mCMV", con respecto a la presente invencion, incluye:

(i) un elemento potenciador de mCMV ("mCMV-E"); y, en el extremo 3' de la secuencia potenciadora de mCMV,
(i) una secuencia promotora de CMV ("CMV-P"; es decir, un segmento de secuencia de nucleétidos que comienza
en, e incluye, la caja TATA a través del sitio de inicio de la transcripcion); la secuencia promotora de CMV puede
proceder de mCMV, hCMV, CMV de simio, CMV de rata, o de cualquier otra variedad de CMV, o puede ser una
version optimizada de una CMV-P, que se funcional para permitir la transcripcion en células de mamifero, tales
como células CHO.

La expresion "recombinante” indica que el material (por ejemplo, un acido nucleico o un polipéptido) se ha alterado
artificial o sintéticamente (es decir, de manera no naturalmente) por intervencién humana. La alteracién puede
realizarse en el material dentro, o eliminado de, su entorno o estado natural. Por ejemplo, un "acido nucleico
recombinante” es aquel que se produce recombinando acidos nucleicos, por ejemplo, durante la clonacién, barajado
de ADN u otros procedimientos biolégicos moleculares bien conocidos. Se encuentran ejemplos de dichos
procedimientos de biologia molecular en Maniatis et al., Molecular Cloning. A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y. (1982). Una "molécula de ADN recombinante" esta compuesta por segmentos
de ADN unidos entre si mediante dichas técnicas de biologia molecular. La expresion "proteina recombinante" o
"polipéptido recombinante" como se usa en el presente documento, se refiere a una molécula de proteina que se
expresa utilizando una molécula de ADN recombinante. Una "célula hospedadora recombinante" es una célula que
contiene y/o expresa un acido nucleico recombinante.

La expresion "de origen natural”, como se usa a lo largo de la memoria descriptiva en relacion con materiales
bioldgicos, tales como polipéptidos, acidos nucleicos, células hospedadoras y similares, se refiere a materiales que se
encuentran en la naturaleza.

La expresioén "secuencia de control" o "sefial de control" se refiere a una secuencia de polinucleétidos que puede, en
una célula hospedadora particular, influir en la expresion y el procesamiento de secuencias codificantes con las que
esta ligada. La naturaleza de dichas secuencias de control puede depender del organismo hospedador. En
realizaciones particulares, las secuencias de control de procariotas pueden incluir un promotor, un sitio de unién al
ribosoma y una secuencia de terminacion de la transcripcion. Las secuencias de control de eucariotas pueden incluir
promotores que comprenden uno o una pluralidad de sitios de reconocimiento para factores de transcripcion,
secuencias o elementos potenciadores de la transcripcion, sitios de poliadenilacion y secuencias de terminacion de la
transcripcion. Las "secuencias de control" pueden incluir secuencias lider y/o secuencias compafieras de fusion. Los
promotores y potenciadores consisten en series cortas de ADN que interaccionan especificamente con proteinas
celulares implicadas en la transcripcion (Maniatis, et al., Science 236: 1237 (1987)). Se han aislado elementos
promotores y potenciadores de una variedad de fuentes eucariotas, incluidos genes en levaduras, células y virus de
insectos y mamiferos (elementos de control analogos, es decir, promotores, también se encuentran en procariotas).
La seleccion de un promotor y potenciador particular depende del tipo de célula que se utilice para expresar la proteina
de interés. Algunos promotores y potenciadores eucariotas tienen una amplia gama de hospedadores, mientras que
otros son funcionales en un subconjunto limitado de tipos de células (para una revision, véase Voss, et al., Trends
Biochem. Sci., 11:287 (1986) y Maniatis, et al., Science 236:1237 (1987)).

Un "promotor" es una regién de ADN que incluye un sitio en el cual la ARN polimerasa se une para iniciar la
transcripcion de ARN mensajero por uno o0 mas genes estructurales cadena abajo. Los promotores se encuentran
cerca de los sitios de inicio de la transcripcion de los genes, sobre la misma cadena y cadena arriba en el ADN (hacia
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la region 5 de la cadena codificante). Normalmente los promotores tienen una longitud de aproximadamente 100-
1 000 pb.

En general, un "potenciador” es una region corta (de 50 a 1 500 pb) de ADN que puede unirse con una o mas proteinas
activadoras (factores de transcripcion) para activar la transcripcion de un gen.

Una secuencia potenciadora de mCMV (til en el inventivo promotor hibrido, comprende una secuencia de nucleétidos
que es al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 % idéntica a la secuencia
de nucledtidos de la SEQ ID NO: 2, que contiene una secuencia promotora de CMV (CMV-P) en su extremo 3'
(secuencia subrayada en negrita en la SEQ ID NO: 2) comenzando en la posicién del nucleétido 588 (que incluye una
caja TATA y un sitio de inicio de la transcripcion, es decir, TATAAGAGG CGCGA C CAGCG TCGG TACCG//SEQ ID
NO:28; subrayado en negrita en la SEQ ID NO: 2 a continuacion; la SEQ ID NO: 28 también comprende la SEQ ID
NO: 26):

GTCAACAGGA AAGTTCCATT GGAGCCAAGT ACATTGAGTC
AATAGGGACT TTCCAATGGG TTTTGCCCAG TACATAAGGT CAATGGGAGG
TAAGCCAATG GGTTTTTCCC ATTACTGGCA CGTATACTGA GTCATTAGGG
ACTTTCCAAT GGGTTTTGCC CAGTACATAA GGTCAATAGG GGTGAATCAA
CAGGAAAGTC CCATTGGAGC CAAGTACACT GAGTCAATAG GGACTTTCCA
TTGGGTTTTG CCCAGTACAA AAGGTCAATA GGGGGTGAGT CAATGGGTTT
TTCCCATTAT TGGCACGTAC ATAAGGTCAA TAGGGGTGAG TCATTGGGTT
TTTCCAGCCA ATTTAATTAA AACGCCATGT ACTTTCCCAC CATTGACGTC
AATGGGCTAT TGAAACTAAT GCAACGTGAC CTTTAAACGG TACTTTCCCA
TAGCTGATTA ATGGGAAAGT ACCGTTCTCG AGCCAATACA CGTCAATGGG
AAGTGAAAGG GCAGCCAAAA CGTAACACCG CCCCGGTTTT CCCCTGGAAA
TTCCATATTG GCACGCATTC TATTGGCTGA GCTGCGTTCT ACGTGGG TAT

AAGAGGCGCG ACCAGCGTCG GTACCG//SEQ ID NO:2.

Otra secuencia potenciadora de mCMV ejemplar, util en el inventivo promotor hibrido, comprende una secuencia de
nucledtidos que es al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 % idéntica
a la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 33, que contiene una secuencia promotora de CMV en su extremo 3'
(secuencia subrayada en negrita en la SEQ ID NO: 33) comenzando en la posicién 588, que incluye una caja TATAy
un sitio de inicio de la transcripcion, es decir,
TATATAAGCAGAGCTCGTTTAGTGAACCGTCAGTTCGTCTCTAGACGCCAACC G//SEQ ID NO:35; secuencia
subrayada en negrita en la SEQ ID NO: 33 a continuacién; la SEQ ID NO: 35 también comprende la SEQ ID NO: 24):
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GTCAACAGGAAAGTTCCATTGGAGCCAAGTACATTGAGTCAATAG
GGACTTTCCAATGGGTTTTGCCCAGTACATAAGGTCAATGGGAGGTAAGCCA

ATGGGTTTTTCCCATTACTGGCACGTATACTGAGTCATTAGGGACTTTCCAAT
GGGTTTTGCCCAGTACATAAGGTCAATAGGGGTGAATCAACAGGAAAGTCCC
ATTGGAGCCAAGTACACTGAGTCAATAGGGACTTTCCATTGGGTTTTGCCCAG
TACAAAAGGTCAATAGGGGGTGAGTCAATGGGTTTTTCCCATTATTGGCACGT
ACATAAGGTCAATAGGGGTGAGTCATTGGGTTTTTCCAGCCAATTTAATTAAA
ACGCCATGTACTTTCCCACCATTGACGTCAATGGGCTATTGAAACTAATGCAA
CGTGACCTTTAAACGGTACTTTCCCATAGCTGATTAATGGGAAAGTACCGTTC
TCGAGCCAATACACGTCAATGGGAAGTGAAAGGGCAGCCAAAACGTAACAC
CGCCCCGGTTTTCCCCTGGAAATTCCATATTGGCACGCATTCTATTGGCTGAG
CTGCGTTCTACGTGGGTATATAAGCAGAGCTCGTTTAGTGAACCGTCAGTT
CGTCTCTAGACGCCAACCG//SEQ ID NO:33.

En algunas realizaciones utiles, en las que se desea la expresion inducible por tetraciclina, el inventivo promotor hibrido
comprende una o mas secuencias de TetO unidas operativamente en 3' a la secuencia potenciadora de mCMV,
insertadas dentro de la secuencia promotora de CMV (CMV-P) en el extremo 3' de la secuencia potenciadora de
mCMV. Una secuencia de "TetO" significa una secuencia de nucleodtidos, que conserva la capacidad de unirse a la
proteina represora de tetraciclina (TetR). La secuencia de TetO se coloca de manera que, en presencia de la proteina
TetR, hay unidon de TetR con la secuencia de TetO, interrumpiendo asi la transcripcion a un nivel detectable, en
comparacion con un control que no tiene TetO en el promotor que dirige la transcripcion de un gen de interés, o con
un control que no tiene TetR. Los ejemplos de la secuencia de TetO incluyen una secuencia que tiene al menos 95 %,
al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100% de identidad de secuencia con la SEQ ID
NO:29 (TCCCTATCAGTGATAGAGATCTCCCTATCAGTGATAGAGA//SEQ ID NO: 29) o que tiene al menos 95 %, al
menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:
34 (CTCCCTATCAGTGATCAGTTCCTCCCTATCAGTGATAGAGA//SEQ ID NO: 34). En algunas realizaciones Uutiles,
puede haber restos de nucledtidos adicionales 5' o 3' a la(s) secuencia(s) de TetO, o puede haber secuencias
enlazadoras de nucledétidos intermedias, siempre que no se elimine la capacidad de unirse a la proteina TetR.

En el contexto de la invencion, la expresion "represion” o "reprimido/a, se refiere a la interferencia de la transcripcion
de un gen de interés (que codifica una proteina de interés), que ocurre cuando la proteina TetR se une a un sitio de
union a TetO en el promotor que dirige la expresion del gen de interés, dando como resultado una disminucion de la
expresion de la proteina de interés por parte de la(s) célula(s) (que es una célula o células que expresa(n) TetR). Se
dice que la expresion de un gen de interés o de una proteina de interés esta "desreprimida", cuando, en presencia de
tetraciclina en el medio, la expresion de la proteina de interés es al menos 1,5 veces superior a los niveles basales de
expresion de la(s) célula(s) en ausencia de tetraciclina en el medio.

"Tetraciclina" significa tetraciclina o un analogo de tetraciclina, tal como doxiciclina, anhidrotetraciclina, minociclina,
oxitetraciclina, metaciclina, clortetraciclina o COL-3 (tetraciclina-3 quimicamente modificada).

Una secuencia intrénica del EF 1 alfa de rata util en el inventivo promotor hibrido, comprende una secuencia de
nucledtidos que es al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 % idéntica
a la secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 4:
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GTGAGTGGCGGGTGTGGCTTCCGCGGGCCCCGGAGCTGGAGCCCTG
CTCTGAGCGGGCCGGGCTGATATGCGAGTGTCGTCCGCAGGGTTTAGCTGTG
AGCATTCCCACTTCGAGTGGCGGGCGGTGCGGGGGTGAGAGTGCGAGGCCTA
GCGGCAACCCCGTAGCCTCGCCTCGTGTCCGGCTTGAGGCCTAGCGTGGTGTC
CGCCGCCGCGTGCCACTCCGGCCGCACTATGCGTTTTTTGTCCTTGCTGCCCTC
GATTGCCTTCCAGCAGCATGGGCTAACAAAGGGAGGGTGTGGGGCTCACTCT
TAAGGAGCCCATGAAGCTTACGTTGGATAGGAATGGAAGGGCAGGAGGGGC
GACTGGGGCCCGCCCGCCTTCGGAGCACATGTCCGACGCCACCTGGATGGGG
CGAGGCCTGTGGCTTTCCGAAGCAATCGGGCGTGAGTTTAGCCTACCTGGGCC
ATGTGGCCCTAGCACTGGGCACGGTCTGGCCTGGCGGTGCCGCGTTCCCTTGC
CTCCCAACAAGGGTGAGGCCGTCCCGCCCGGCACCAGTTGCTTGCGCGGAAA
GATGGCCGCTCCCGGGGCCCTGTTGCAAGGAGCTCAAAATGGAGGACGCGGC
AGCCCGGTGGAGCGGGCGGGTGAGTCACCCACACAAAGGAAGAGGGCCTTG
CCCCTCGCCGGCCGCTGCTTCCTGTGACCCCGTGGTCTATCGGCCGCATAGTC
ACCTCGGGCTTCTCTTGAGCACCGCTCGTCGCGGCGGGGGGAGGGGATCTAA
TGGCGTTGGAGTTTGTTCACATTTGGTGGGTGGAGACTAGTCAGGCCAGCCTG
GCGCTGGAAGTCATTCTTGGAATTTGCCCCTTTGAGTTTGGAGCGAGGCTAAT
TCTCAAGCCTCTTAGCGGTTCAAAGGTATTTTCTAAACCCGTTTCCAG//SEQ ID
NO:4.

El inventivo promotor hibrido también incluye una primera secuencia lider intermedia, unida operativamente en 3' al
potenciador de mCMV y en 5' a la secuencia intrénica del EF 1 alfa en una orientacién operativa. La primera secuencia
lider intermedia tiene una longitud de aproximadamente 10 a 200 restos de nucledtidos, mas preferiblemente una
longitud de aproximadamente 10 a 60 restos de nucledtidos o incluso mas preferiblemente una longitud de
aproximadamente 20 a 50 restos de nucledtidos, y carece de cualquier estructura secundaria con una estabilidad
superior a 20 kcal y carece de sitios de inicio de traduccion ATG. Un ejemplo de una primera secuencia lider util, es
una secuencia lider no traducida (5'UTR, untranslated), procedente de la secuencia lider tripartita (TPL) de adenovirus,
es degir, la secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 3:
TACCTCTTCCGCATCGCTGTCTGCGAGGGCCAGCTGTTGGG//SEQ ID NO:3.

El inventivo promotor hibrido también incluye una segunda secuencia lider unida operativamente en 3' a la secuencia
intrénica del EF 1 alfa en una orientacion operable. La segunda secuencia lider tiene una longitud de aproximadamente
5 a 200 restos de nucleétidos, mas preferiblemente una longitud de aproximadamente 10 a 200 restos de nucleétidos
o incluso mas preferiblemente una longitud de aproximadamente 10 a 150 restos de nucledtidos y carece de cualquier
estructura secundaria con una estabilidad superior a 20 kcal y carece de sitios de inicio de traduccion ATG. Un ejemplo
de una segunda secuencia lider util, es otra region de secuencia lider no traducida (5'UTR), procedente de la secuencia
lider tripartita (TPL) de adenovirus, es decir, la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 5:

CTCGCGGTTGAGGACAAACTCTTCGCGGTCTTTCCAGTACTCTTGG
ATCGGAAACCCGTCGGCCTCCGAACGGTACTCCGCCACCGAGGGACCTGAGC
GAGTCCGCATCGACCGGATCGGAAAACCTC//SEQ ID NO:5.
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Para otros ejemplos de secuencias lider utiles y principios de disefio, véase, por ejemplo, Mignone, F. et al.,
Untranslated regions of mMRNAs. Genome Biology, 3(3): reviews0004.1-0004.10 (2002)), incorporado en el presente
documento por referencia en su totalidad. Cualquier secuencia lider adecuada, con las caracteristicas anteriormente
mencionadas, puede usarse en la practica de la presente invencion.

Una realizacion util del inventivo promotor hibrido es un promotor que comprende una secuencia de nucleétidos que
es al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 % idéntica a la secuencia de
nucleétidos de la SEQ ID NO: 1, a continuacién, que contiene los nucleétidos 4067-4682 de mCMV del GenBank:
L06816.1; los nucledtidos 22137-21728 del intrdn del EF 1 alfa de rata del Genbank: AC158987.3; y una primera

secuencia lider intermedia subrayada en letras minusculas (SEQ ID NO: 3); y una segunda secuencia lider subrayada
en letras minusculas en cursiva (SEQ ID NO: 5):

GTCAACAGGAAAGTTCCATTGGAGCCAAGTACATTGAGTCAATAG
GGACTTTCCAATGGGTTTTGCCCAGTACATAAGGTCAATGGGAGGTAAGCCA
ATGGGTTTTTCCCATTACTGGCACGTATACTGAGTCATTAGGGACTTTCCAAT
GGGTTTTGCCCAGTACATAAGGTCAATAGGGGTGAATCAACAGGAAAGTCCC
ATTGGAGCCAAGTACACTGAGTCAATAGGGACTTTCCATTGGGTTTTGCCCAG
TACAAAAGGTCAATAGGGGGTGAGTCAATGGGTTTTTCCCATTATTGGCACGT
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ACATAAGGTCAATAGGGGTGAGTCATTGGGTTTTTCCAGCCAATTTAATTAAA
ACGCCATGTACTTTCCCACCATTGACGTCAATGGGCTATTGAAACTAATGCAA
CGTGACCTTTAAACGGTACTTTCCCATAGCTGATTAATGGGAAAGTACCGTTC
TCGAGCCAATACACGTCAATGGGAAGTGAAAGGGCAGCCAAAACGTAACAC
CGCCCCGGTTTTCCCCTGGAAATTCCATATTGGCACGCATTCTATTGGCTGAG
CTGCGTTCTACGTGGGTATAAGAGGCGCGACCAGCGTCGGTACCGtacctettecgea
tegetgtetgegagggccagetgttegaGTCGAGTGGCGGGTGTGGCTTCCGCGGGCCCCGGAG
CTGGAGCCCTGCTCTGAGCGGGCCGGGCTGATATGCGAGTGTCGTCCGCAGG
GTTTAGCTGTGAGCATTCCCACTTCGAGTGGCGGGCGGTGCGGGGGTGAGAG
TGCGAGGCCTAGCGGCAACCCCGTAGCCTCGCCTCGTGTCCGGCTTGAGGCCT
AGCGTGGTGTCCGCCGCCGCGTGCCACTCCGGCCGCACTATGCGTTTTTTGTC
CTTGCTGCCCTCGATTGCCTTCCAGCAGCATGGGCTAACAAAGGGAGGGTGT
GGGGCTCACTCTTAAGGAGCCCATGAAGCTTACGTTGGATAGGAATGGAAGG
GCAGGAGGGGCGACTGGGGCCCGCCCGCCTTCGGAGCACATGTCCGACGCCA
CCTGGATGGGGCGAGGCCTGTGGCTTTCCGAAGCAATCGGGCGTGAGTTTAG
CCTACCTGGGCCATGTGGCCCTAGCACTGGGCACGGTCTGGCCTGGCGGTGC
CGCGTTCCCTTGCCTCCCAACAAGGGTGAGGCCGTCCCGCCCGGCACCAGTTG
CTTGCGCGGAAAGATGGCCGCTCCCGGGGCCCTGTTGCAAGGAGCTCAAAAT
GGAGGACGCGGCAGCCCGGTGGAGCGGGCGGGTGAGTCACCCACACAAAGG
AAGAGGGCCTTGCCCCTCGCCGGCCGCTGCTTCCTGTGACCCCGTGGTCTATC
GGCCGCATAGTCACCTCGGGCTTCTCTTGAGCACCGCTCGTCGCGGCGGGGG
GAGGGGATCTAATGGCGTTGGAGTTTGTTCACATTTGGTGGGTGGAGACTAGT
CAGGCCAGCCTGGCGCTGGAAGTCATTCTTGGAATTTGCCCCTTTGAGTTTGG
AGCGAGGCTAATTCTCAAGCCTCTTAGCGGTTCAAAGGTATTTTCTAAACCCG

TTTCCAGctcgecggttgagoacaaactcttcgeggictticcagtactcitggatcggaaacccgicggcctecgaqacgg

tactccgecaccgagggaccigagegagitccgeatcgaccggatcggaaaacctc//SEQ ID NO: 1.

Como ejemplos de realizaciones utiles adicionales del inventivo promotor hibrido se incluyen (i) la SEQ ID NO: 30
(secuencia promotora hibrida que incluye TetO, como en pJV57), (ii) la SEQ ID NO: 31 (promotor hibrido que incluye

5 un elemento potenciador de mCMV con secuencia promotora de hCMV optimizada, como en pJV59) y (iii) la SEQ ID
NO: 32 (promotor hibrido que incluye un elemento potenciador de mCMV con secuencia promotora de hCMV
optimizada y secuencia de TetO optimizada, como en pJV60):

GTCAACAGGAAAGTTCCATTGGAGCCAAGTACATTGAGTCAATAG
GGACTTTCCAATGGGTTTTGCCCAGTACATAAGGTCAATGGGAGGTAAGCCA

10
10



ES 2823173 T3

ATGGGTTTTTCCCATTACTGGCACGTATACTGAGTCATTAGGGACTTTCCAAT
GGGTTTTGCCCAGTACATAAGGTCAATAGGGGTGAATCAACAGGAAAGTCCC
ATTGGAGCCAAGTACACTGAGTCAATAGGGACTTTCCATTGGGTTTTGCCCAG
TACAAAAGGTCAATAGGGGGTGAGTCAATGGGTTTTTCCCATTATTGGCACGT
ACATAAGGTCAATAGGGGTGAGTCATTGGGTTTTTCCAGCCAATTTAATTAAA
ACGCCATGTACTTTCCCACCATTGACGTCAATGGGCTATTGAAACTAATGCAA
CGTGACCTTTAAACGGTACTTTCCCATAGCTGATTAATGGGAAAGTACCGTTC
TCGAGCCAATACACGTCAATGGGAAGTGAAAGGGCAGCCAAAACGTAACAC
CGCCCCGUGTTTTCCCCTGGAAATTCCATATTGGCACGCATTCTATTGGCTGAG
CTGCGTTCTACGTGGGTATATAAGCAGAGCTCTCCCTATCAGTGATAGAGATC
TCCCTATCAGTGATAGAGATCGTCGACGAGCTCAGCGTCGGTACCGTACCTCT
TCCGCATCGCTGTCTGCGAGGGCCAGCTGTTGGGGTGAGTGGCGGGTGTGGC
TTCCGCGGGCCCCGGAGCTGGAGCCCTGCTCTGAGCGGGCCGGGCTGATATG
CGAGTGTCGTCCGCAGGGTTTAGCTGTGAGCATTCCCACTTCGAGTGGCGGGC
GGTGCGGGGGTGAGAGTGCGAGGCCTAGCGGCAACCCCGTAGCCTCGCCTCG
TGTCCGGCTTGAGGCCTAGCGTGGTGTCCGCCGCCGCGTGCCACTCCGGCCGC
ACTATGCGTTTTTTGTCCTTGCTGCCCTCGATTGCCTTCCAGCAGCATGGGCTA
ACAAAGGGAGGGTGTGGGGCTCACTCTTAAGGAGCCCATGAAGCTTACGTTG
GATAGGAATGGAAGGGCAGGAGGGGCGACTGGGGCCCGCCCGCCTTCGGAG
CACATGTCCGACGCCACCTGGATGGGGCGAGGCCTGTGGCTTTCCGAAGCAA
TCGGGCGTGAGTTTAGCCTACCTGGGCCATGTGGCCCTAGCACTGGGCACGGT
CTGGCCTGGCGGTGCCGCGTTCCCTTGCCTCCCAACAAGGGTGAGGCCGTCCC
GCCCGGCACCAGTTGCTTGCGCGGAAAGATGGCCGCTCCCGGGGCCCTATTG
CAAGGAGCTCAAAATGGAGGACGCGGCAGCCCGGTGGAGCGGGCGGGTGAG
TCACCCACACAAAGGAAGAGGGCCTTGCCCCTCGCCGGCCGCTGCTTCCTGT
GACCCCGTGGTCTATCGGCCGCATAGTCACCTCGGGCTTCTCTTGAGCACCGC
TCGTCGCGGCGGGGGGAGGGGATCTAATGGCGTTGGAGTTTGTTCACATTTG
GTGGGTGGAGACTAGTCAGGCCAGCCTGGCGCTGGAAGTCATTCTTGGAATT
TGCCCCTTTGAGTTTGGAGCGAGGCTAATTCTCAAGCCTCTTAGCGGTTCAAA
GGTATTTTCTAAACCCGTTTCCAGCTCGCGGTTGAGGACAAACTCTTCGCGGT
CTTTCCAGTACTCTTGGATCGGAAACCCGTCGGCCTCCGAACGGTACTCCGCC
ACCGAGGGACCTGAGCGAGTCCGCATCGACCGGATCGGAAAACCTC//SEQ ID
NO:30;
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GTCAACAGGAAAGTTCCATTGGAGCCAAGTACATTGAGTCAATAG
GGACTTTCCAATGGGTTTTGCCCAGTACATAAGGTCAATGGGAGGTAAGCCA
ATGGGTTTTTCCCATTACTGGCACGTATACTGAGTCATTAGGGACTTTCCAAT
GGGTTTTGCCCAGTACATAAGGTCAATAGGGGTGAATCAACAGGAAAGTCCC
ATTGGAGCCAAGTACACTGAGTCAATAGGGACTTTCCATTGGGTTTTGCCCAG
TACAAAAGGTCAATAGGGGGTGAGTCAATGGGTTTTTCCCATTATTGGCACGT
ACATAAGGTCAATAGGGGTGAGTCATTGGGTTTTTCCAGCCAATTTAATTAAA
ACGCCATGTACTTTCCCACCATTGACGTCAATGGGCTATTGAAACTAATGCAA
CGTGACCTTTAAACGGTACTTTCCCATAGCTGATTAATGGGAAAGTACCGTTC
TCGAGCCAATACACGTCAATGGGAAGTGAAAGGGCAGCCAAAACGTAACAC
CGCCCCGGTTTTCCCCTGGAAATTCCATATTGGCACGCATTCTATTGGCTGAG
CTGCGTTCTACGTGGGTATATAAGCAGAGCTCGTTTAGTGAACCGTCAGTTCG
TCTCTAGACGCCAACCGCCTCTTCCGCATCGCTGTCTGCGAGGGCCAGCTGTT
GGGGTGAGTGGCGGGTGTGGCTTCCGCGGGCCCCGGAGCTGGAGCCCTGCTC
TGAGCGGGCCGGGCTGATATGCGAGTGTCGTCCGCAGGGTTTAGCTGTGAGC
ATTCCCACTTCGAGTGGCGGGCGGTGCGGGGGTGAGAGTGCGAGGCCTAGCG
GCAACCCCGTAGCCTCGCCTCGTGTCCGGCTTGAGGCCTAGCGTGGTGTCCGC
CGCCGCGTGCCACTCCGGCCGCACTATGCGTTTTTTGTCCTTGCTGCCCTCGAT
TGCCTTCCAGCAGCATGGGCTAACAAAGGGAGGGTGTGGGGCTCACTCTTAA
GGAGCCCATGAAGCTTACGTTGGATAGGAATGGAAGGGCAGGAGGGGCGAC
TGGGGCCCGCCCGCCTTCGGAGCACATGTCCGACGCCACCTGGATGGGGCGA
GGCCTGTGGCTTTCCGAAGCAATCGGGCGTGAGTTTAGCCTACCTGGGCCATG
TGGCCCTAGCACTGGGCACGGTCTGGCCTGGCGGTGCCGCGTTCCCTTGCCTC
CCAACAAGGGTGAGGCCGTCCCGCCCGGCACCAGTTGCTTGCGCGGAAAGAT
GGCCGCTCCCGGGGCCCTGTTGCAAGGAGCTCAAAATGGAGGACGCGGCAGC
CCGGTGGAGCGGGCGGGTGAGTCACCCACACAAAGGAAGAGGGCCTTGCCC
CTCGCCGGCCGCTGCTTCCTGTGACCCCGTGGTCTATCGGCCGCATAGTCACC
TCGGGCTTCTCTTGAGCACCGCTCGTCGCGGCGGGGGGAGGGGATCTAATGG
CGTTGGAGTTTGTTCACATTTGGTGGGTGGAGACTAGTCAGGCCAGCCTGGCG
CTGGAAGTCATTCTTGGAATTTGCCCCTTTGAGTTTGGAGCGAGGCTAATTCT
CAAGCCTCTTAGCGGTTCAAAGGTATTTTCTAAACCCGTTTCCAGCTCGCGGT
TGAGGACAAACTCTTCGCGGTCTTTCCAGTACTCTTGGATCGGAAACCCGTCG
GCCTCCGAACGGTACTCCGCCACCGAGGGACCTGAGCGAGTCCGCATCGACC
GGATCGGAAAACCTC//SEQ ID NO31; Y
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GTCAACAGGAAAGTTCCATTGGAGCCAAGTACATTGAGTCAATAG
GGACTTTCCAATGGGTTTTGCCCAGTACATAAGGTCAATGGGAGGTAAGCCA
ATGGGTTTTTCCCATTACTGGCACGTATACTGAGTCATTAGGGACTTTCCAAT
GGGTTTTGCCCAGTACATAAGGTCAATAGGGGTGAATCAACAGGAAAGTCCC
ATTGGAGCCAAGTACACTGAGTCAATAGGGACTTTCCATTGGGTTTTGCCCAG
TACAAAAGGTCAATAGGGGGTGAGTCAATGGGTTTTTCCCATTATTGGCACGT
ACATAAGGTCAATAGGGGTGAGTCATTGGGTTTTTCCAGCCAATTTAATTAAA
ACGCCATGTACTTTCCCACCATTGACGTCAATGGGCTATTGAAACTAATGCAA
CGTGACCTTTAAACGGTACTTTCCCATAGCTGATTAATGGGAAAGTACCGTTC
TCGAGCCAATACACGTCAATGGGAAGTGAAAGGGCAGCCAAAACGTAACAC
CGCCCCGGTTTTCCCCTGGAAATTCCATATTGGCACGCATTCTATTGGCTGAG
CTGCGTTCTACGTGGGTATATAAGCAGAGCTCTCCCTATCAGTGATCAGTTCC
TCCCTATCAGTGATAGAGATCGTCGACGAGCTCAGCGTCGGTACCGTACCTCT
TCCGCATCGCTGTCTGCGAGGGCCAGCTGTTGGGGTGAGTGGCGGGTGTGGC
TTCCGCGGGCCCCGGAGCTGGAGCCCTGCTCTGAGCGGGCCGGGCTGATATG
CGAGTGTCGTCCGCAGGGTTTAGCTGTGAGCATTCCCACTTCGAGTGGCGGGC
GGTGCGGGGGTGAGAGTGCGAGGCCTAGCGGCAACCCCGTAGCCTCGCCTCG
TGTCCGGCTTGAGGCCTAGCGTGGTGTCCGCCGCCGCGTGCCACTCCGGCCGC
ACTATGCGTTTTTTGTCCTTGCTGCCCTCGATTGCCTTCCAGCAGCATGGGCTA
ACAAAGGGAGGGTGTGGGGCTCACTCTTAAGGAGCCCATGAAGCTTACGTTG
GATAGGAATGGAAGGGCAGGAGGGGCGACTGGGGCCCGCCCGCCTTCGGAG
CACATGTCCGACGCCACCTGGATGGGGCGAGGCCTGTGGCTTTCCGAAGCAA
TCGGGCGTGAGTTTAGCCTACCTGGGCCATGTGGCCCTAGCACTGGGCACGGT
CTGGCCTGGCGGTGCCGCGTTCCCTTGCCTCCCAACAAGGGTGAGGCCGTCCC
GCCCGGCACCAGTTGCTTGCGCGGAAAGATGGCCGCTCCCGGGGCCCTGTTG
CAAGGAGCTCAAAATGGAGGACGCGGCAGCCCGGTGGAGCGGGCGGGTGAG
TCACCCACACAAAGGAAGAGGGCCTTGCCCCTCGCCGGCCGCTGCTTCCTGT
GACCCCGTGGTCTATCGGCCGCATAGTCACCTCGGGCTTCTCTTGAGCACCGC
TCGTCGCGGCGGGGGGAGGGGATCTAATGGCGTTGGAGTTTGTTCACATTTG
GTGGGTGGAGACTAGTCAGGCCAGCCTGGCGCTGGAAGTCATTCTTGGAATT
TGCCCCTTTGAGTTTGGAGCGAGGCTAATTCTCAAGCCTCTTAGCGGTTCAAA
GGTATTTTCTAAACCCGTTTCCAGCTCGCGGTTGAGGACAAACTCTTCGCGGT
CTTTCCAGTACTCTTGGATCGGAAACCCGTCGGCCTCCGAACGGTACTCCGCC
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ACCGAGGGACCTGAGCGAGTCCGCATCGACCGGATCGGAAAACCTC// SEQ ID
NO:32.

Las expresiones "en combinacion operativa”, "en orden operativo" y "unido(a) operativamente", como se usan en el
presente documento, se refieren al enlace de secuencias de acido nucleico de tal manera que se produce una molécula
de acido nucleico capaz de dirigir la transcripcion de un gen dado y/o la sintesis de una molécula de proteina deseada.
Las expresiones también se refieren al enlace de secuencias de aminoacidos de tal manera que se produce una
proteina funcional. Por ejemplo, en un vector, una secuencia de control que esta "unida operativamente" a una
secuencia codificante de proteina, esta ligada a la misma de manera que se consigue la expresion de la secuencia
codificante de la proteina en condiciones compatibles con la actividad transcripcional de las secuencias de control.

En el presente documento, los términos "polipéptido” y "proteina" se utilizan indistintamente e incluyen una cadena
molecular de dos 0 mas aminoacidos unidos por enlace covalente a través de enlaces peptidicos. Los términos no se
refieren a una longitud especifica del producto. Por tanto, en la definicion de polipéptido se incluyen "péptidos" y
oligopéptidos". Los términos incluyen modificaciones postraduccionales del polipéptido, por ejemplo, glucosilaciones,
acetilaciones, fosforilaciones y modificaciones similares. Ademas, en el significado de polipéptido se incluyen
fragmentos proteicos, proteinas analogas, mutadas o variantes, proteinas de fusion y fragmentos similares. Los
términos también incluyen moléculas en las que se incluyen uno o mas analogos de aminoacidos o aminoacidos no
canonicos o no naturales que pueden expresarse de forma recombinante usando técnicas conocidas de ingenieria de
proteinas. Ademas, las proteinas de fusion pueden derivatizarse como se describe en el presente documento mediante
técnicas de quimica organica bien conocidas.

Una "variante" de un polipéptido (por ejemplo, una inmunoglobulina o un anticuerpo) comprende una secuencia de
aminoacidos en donde uno o mas restos de aminoacidos se insertan, se eliminan y/o se sustituyen en la secuencia de
aminoacidos en relacion con otra secuencia polipeptidica. Las variantes incluyen proteinas de fusion.

La expresion "proteina de fusion" indica que la proteina incluye componentes polipeptidicos procedentes de mas de
una proteina o polipéptido precursor. Normalmente, una proteina de fusion se expresa a partir de un "gen de fusion"
en el que una secuencia de nucleotidos que codifica una secuencia de polipéptidos de una proteina se adjunta en
marco con, y opcionalmente se separa mediante un enlazador de, una secuencia de nucleétidos que codifica una
secuencia de polipéptidos de una proteina diferente. Después, una célula hospedadora recombinante puede expresar
el gen de fusiéon como una sola proteina.

Una proteina "secretada" se refiere a aquellas proteinas capaces de dirigirse al RE, a vesiculas secretoras o al espacio
extracelular como resultado de una secuencia peptidica sefal secretora, asi como aquellas proteinas liberadas en el
espacio extracelular sin contener necesariamente una secuencia sefial. Si la proteina secretada se libera en el espacio
extracelular, la proteina secretada puede sufrir un procesamiento extracelular para producir una proteina "madura”. La
liberacion al espacio extracelular puede producirse mediante muchos mecanismos, incluyendo la exocitosis y la
escision proteolitica. En algunas otras realizaciones del inventivo método, la célula hospedadora puede sintetizar la
proteina de interés como una proteina secretada, que después también puede purificarse del espacio y/o medio
extracelular.

Como se usa en el presente documento, cuando se hace referencia a una proteina producida por tecnologia de ADN
recombinante en una célula hospedadora, una proteina "soluble", es una proteina que existe en solucién acuosa; si la
proteina contiene una secuencia de aminoacidos sefial de arginina gemela, la proteina soluble se exporta al espacio
periplasmatico en hospedadores bacterianos gram negativos, o se secreta al medio de cultivo por parte de células
hospedadoras eucariotas capaces de secrecion, o por hospedadores bacterianos que poseen los genes apropiados
(por ejemplo, el gen kil). Por tanto, una proteina soluble es una proteina que no se encuentra en un cuerpo de inclusion
dentro de la célula hospedadora. Como alternativa, dependiendo del contexto, una proteina soluble es una proteina
que no se encuentra integrada en las membranas celulares, o, in vitro, se disuelve, o es capaz de disolverse en un
tampon acuoso en condiciones fisioldgicas sin formar cantidades significativas de agregados insolubles (es decir,
forma agregados de menos del 10 %, y normalmente de menos de aproximadamente 5 %, de proteina total) cuando
se suspende sin otras proteinas en un tampoén acuoso de interés en condiciones fisiolégicas, no conteniendo dicho
tampon ningun detergente ni agente caotrépico, tal como urea, clorhidrato de guanidinio o perclorato de litio. En
cambio, una proteina insoluble es aquella que existe en forma desnaturalizada dentro de los granulos citoplasmaticos
(denominados cuerpos de inclusion) en la célula hospedadora, o nuevamente dependiendo del contexto, una proteina
insoluble es aquella que esta presente en las membranas celulares, incluyendo, pero sin limitacion, membranas
citoplasmaticas, membranas mitocondriales, membranas de cloroplasto, membranas del reticulo endoplasmatico, etc.,
0 en un tampon acuoso in vitro en condiciones fisioldgicas que forma cantidades significativas de agregados insolubles
(es decir, forma agregados iguales o superiores al 10 % de la proteina total) cuando se suspende sin otras proteinas
(a una temperatura fisioldgicamente compatible) en un tampén acuoso de interés en condiciones fisiolégicas, no
conteniendo dicho tampdn ningun detergente ni agente caotrdpico, tal como urea, clorhidrato de guanidinio o perclorato
de litio.
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El término "polinucledtido” o "acido nucleico” incluye polimeros de nucleétidos tanto monocatenarios como bicatenarios
que contienen dos o0 mas restos de nucledtidos. Los restos de nucleétidos que comprenden el polinucleétido pueden
ser ribonucledtidos o desoxirribonucleétidos o una forma modificada de cualquiera de los dos tipos de nucleétidos.
Dichas modificaciones incluyen modificaciones de bases, tales como derivados de bromouridina e inosina,
modificaciones de ribosa, tales como 2',3'-didesoxirribosa y modificaciones de enlaces internucleotidicos, tales como
fosforotioato, fosforoditioato, fosforoselenoato, fosforodiselenoato, fosforoanilotioato, fosforaniladato y fosforoamidato.

El término "oligonucledtido" significa un polinucledtido que comprende 200 o menos nucleétidos. En algunas
realizaciones, los oligonucledétidos tienen una longitud de 10 a 60 bases. En otras realizaciones, los oligonucleétidos
tienen una longitud de 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 o 20 a 40 nucledtidos. Los oligonucledtidos pueden ser
monocatenarios o bicatenarios, por ejemplo, para su uso en la construccion de un gen mutante. Los oligonucledtidos
pueden ser oligonucledtidos de sentido o antisentido. Un oligonucledtido puede incluir un marcador, incluyendo un
radiomarcador, un marcador fluorescente, un hapteno o un marcador antigénico, para ensayos de deteccion. Pueden
usarse oligonucleétidos, por ejemplo, como cebadores para la PCR, cebadores de clonacion o sondas de hibridacion.

Una "secuencia de polinucleétidos" o "secuencia de nucleétidos" o "secuencia de acido nucleico”, tal como se usa
indistintamente en el presente documento, es la secuencia primaria de restos de nucleétidos en un polinucleétido,
incluyendo de un oligonucledtido, un ADN y ARN, un acido nucleico, o una cadena de caracteres que representa la
secuencia primaria de restos de nucleétidos, dependiendo del contexto. A partir de cualquier secuencia de
polinucleétidos especificada, se puede determinar el acido nucleico dado o la secuencia de polinucleétidos
complementaria. Se incluyen ADN o ARN de origen gendémico o sintético que pueden ser monocatenarios o
bicatenarios y representan la cadena de sentido o antisentido. A menos que se especifique lo contrario, el extremo
izquierdo de cualquier secuencia de polinucleétido monocatenaria analizada en el presente documento, es el extremo
5’; la direccién hacia la izquierda de las secuencias de polinucleétidos bicatenarias se cita como la direccion 5'. La
direccion de adicion de 5' a 3' de los transcritos de ARN nacientes se cita como la direcciéon de transcripcion; las
regiones de secuencia en la cadena de ADN que tienen la misma secuencia que la del transcrito de ARN que se
encuentran en 5’ respecto del extremo 5’ del transcrito de ARN, se denominan "secuencias cadena arriba"; las regiones
de secuencia en la cadena de ADN que tienen la misma secuencia que la del transcrito de ARN que se encuentran en
3’ respecto del extremo 3’ del transcrito de ARN, se denominan "secuencias cadena abajo".

Como se usa en el presente documento, una "molécula de acido nucleico aislada" o "secuencia de acido nucleico
aislada" es una molécula de acido nucleico que (1) se identifica y se separa de al menos una molécula de acido
nucleico contaminante con la que normalmente esta asociada en la fuente natural del acido nucleico o (2) se clona,
amplifica, etiqueta, o se distingue de otro modo de los acidos nucleicos de fondo, de manera que pueda determinarse
la secuencia del acido nucleico de interés. Una molécula de acido nucleico aislada esta en una forma o configuracion
distinta de en la que se encuentra en la naturaleza. Sin embargo, una molécula de acido nucleico aislada incluye una
molécula de acido nucleico contenida en células que habitualmente expresan la inmunoglobulina (por ejemplo, el
anticuerpo) donde, por ejemplo, la molécula de acido nucleico esta en una ubicacion cromosémica diferente de la de
las células naturales.

Como se usa en el presente documento, las expresiones "molécula de acido nucleico codificante", "secuencia de ADN
codificante", y "ADN codificante", se refieren al orden o a la secuencia de desoxirribonucleétidos a lo largo de una
cadena de acido desoxirribonucleico. El orden de estos desoxirribonucleétidos determina el orden de los
ribonucledtidos a lo largo de la cadena de ARNm y también determina el orden de los aminoacidos a lo largo de la
cadena del polipéptido (proteina). Por tanto, la secuencia de ADN codifica la secuencia de ARN y la secuencia de
aminoacidos.

El término "gen" se usa ampliamente para referirse a cualquier acido nucleico asociado a una funcién biolégica. Los
genes normalmente incluyen secuencias codificantes y/o secuencias reguladoras necesarias para la expresion de
dichas secuencias codificantes. El término "gen" se aplica a una secuencia genémica o recombinante especifica, asi
como a un ADNc o ARNm codificado por esa secuencia. Los genes también incluyen segmentos de acido nucleico no
expresados que, por ejemplo, forman secuencias de reconocimiento para otras proteinas. Las secuencias reguladoras
no expresadas incluyen elementos de control transcripcional a los que se unen proteinas reguladoras, tales como
factores de transcripcion, dando como resultado la transcripcion de secuencias adyacentes o cercanas.

"Expresion de un gen" o "expresidon de un acido nucleico" significa la transcripcion de ADN en ARN (incluyendo
opcionalmente modificacion del ARN, por ejemplo, corte y empalme), traduccion de ARN en un polipéptido
(posiblemente incluida la posterior modificacion postraduccional del polipéptido), o tanto la transcripcion como la
traduccion, segun lo indique el contexto.

La presente invencion se refiere a un casete de expresion que incluye el inventivo promotor hibrido. Un "casete de
expresion" eucariota se refiere a la parte de un vector de expresion que permite la produccion de proteinas en una
célula eucariota, tal como una célula de mamifero. Este incluye un promotor, operativo en una célula eucariota, para
la transcripcion de ARNm, uno o mas genes que codifican proteinas de interés y una sefial de procesamiento y
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terminacion de ARNm. Un casete de expresion puede incluir provechosamente entre las secuencias codificantes, un
gen util como marcador selectivo. En el casete de expresion de la presente invencion, el promotor hibrido esta unido
operativamente en 5' a un marco abierto de lectura que codifica una proteina exdgena de interés; y un sitio de
poliadenilacién esta unido operativamente en 3' al marco abierto de lectura. Una realizaciéon de una secuencia de sitio
de poliadenilacién util es un sitio de poliadenilacion de SV40 tardio de SEQ ID NO: 14:

CACACATCATAAGATACATTGATGAGTTTGGACAAACCACAACTAG
AATGCAGTGAAAAAAATGCTTTATTTGTGAAATTTGTGATGCTATTGCTTTAT
TTGTAACCATTATAAGCTGCAATAAACAAGTTAACAACAACAATTGCATTCAT
TTTATGTTTCAGGTTCAGGGGGAGATGTGGGAGGTTTTTTAAAGCAAGTAAAA
CCTCTACAAATGTGGTA//SEQ ID NO:14.

También pueden incluirse otras secuencias de control adecuadas siempre que el casete de expresion permanezca
operativo. El marco abierto de lectura puede incluir opcionalmente una secuencia codificante de mas de una proteina
de interés.

Como se usa en este documento, la expresion "region codificante” o "secuencia codificante” cuando se usa en
referencia a un gen estructural, se refiere a las secuencias de nucleétidos que codifican los aminoacidos que se
encuentran en el polipéptido naciente como resultado de la traduccién de una molécula de ARNm. La regién codificante
esta limitada, en eucariotas, en el lado 5' por el triplete de nucledtidos "ATG" que codifica la metionina iniciadora y en
el lado 3' por uno de los tres tripletes que especifican los codones de parada (es decir, TAA, TAG, TGA).

La presente invencion también incluye un vector de expresion recombinante que comprende el inventivo casete de
expresion.

El término "vector" significa cualquier molécula o entidad (por ejemplo, acido nucleico, plasmido, bacteriéfago o virus)
utilizada para transferir informacion codificante de proteinas a una célula hospedadora.

La expresion "vector de expresion” o "construcciéon de expresion”, como se usa en este documento, se refiere a una
molécula de ADN recombinante que contiene una secuencia codificante deseada y secuencias de control de acido
nucleico apropiadas necesarias para la expresion de la secuencia codificante unida operativamente en una célula
hospedadora particular. Un vector de expresion puede incluir, pero sin limitacién, secuencias que afectan a, o
controlan, la transcripcion, la traduccion y, si hay intrones, afectan al corte y empalme de ARN de una regioén codificante
unida operativamente a los mismos. Las secuencias de acido nucleico necesarias para la expresién en procariotas
incluyen un promotor, opcionalmente una secuencia de operador, un sitio de unién al ribosoma y posiblemente otras
secuencias. Se sabe que las células eucariotas utilizan promotores, potenciadores y sefiales de terminacion y
poliadenilacion. Una secuencia de péptido sefal secretora también puede, opcionalmente, estar codificada por el
vector de expresion, ligado operativamente a la secuencia codificante de interés, de modo que el polipéptido expresado
pueda ser secretado por la célula hospedadora recombinante, para un aislamiento mas facil del polipéptido de interés
de la célula, si se desea. Dichas técnicas son muy conocidas en la materia. (Por ejemplo, Goodey, Andrew R; et al.,
Peptide and DNA sequences, patente de Estados Unidos N. °5.302.697; Weiner et al., Compositions and methods for
protein secretion, patente de Estados Unidos N. °6.022.952 y patente de Estados Unidos N. °6.335.178; Uemura et
al., Protein expression vector and utilization thereof, patente de Estados Unidos N. °7.029.909; Ruben et al., 27 human
secreted proteins, US 2003/0104400 A1). Para la expresion de proteinas de interés de multiples subunidades, para
transformar una célula hospedadora, pueden utilizarse vectores de expresion distintos en nimero y proporciones
adecuados, conteniendo cada uno una secuencia codificante para cada uno de los diferentes monémeros. En otras
realizaciones, para expresar las diferentes subunidades de la proteina de interés puede utilizarse un solo vector de
expresion.

La presente invencién también se refiere a una célula hospedadora de mamifero que comprende el inventivo vector
de expresion recombinante.

La expresion "célula hospedadora” significa una célula que se ha transformado o tiene la capacidad de transformarse,
con una secuencia de acido nucleico y de este modo expresa un gen de interés. La expresion incluye la descendencia
de la célula precursora, ya sea idéntica o no la descendencia en cuanto a su morfologia o composicion genética a la
de la célula precursora original, en tanto que esté presente el gen de interés. Puede usarse cualquiera de un gran
numero de células hospedadoras disponibles y bien conocidas en la practica de la presente invencion. La seleccion
de un hospedador determinado depende de diversos factores reconocidos en la técnica. Estos incluyen, por ejemplo,
la compatibilidad con el vector de expresion elegido, la toxicidad de los péptidos codificados por la molécula de ADN,
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la tasa de transformacion, la facilidad de recuperacién de los péptidos, las caracteristicas de expresion, la bioseguridad
y los costes. Se debe lograr un equilibrio de estos factores sabiendo que no todos los hospedadores pueden ser
igualmente eficaces para la expresion de una secuencia de ADN particular. Dentro de estas pautas generales, las
células hospedadoras microbianas utiles en cultivo incluyen bacterias (tales como Escherichia coli sp.), levaduras
(tales como Saccharomyces sp.) y otras células fungicas, células de insecto, células vegetales, células de mamifero
(incluidos seres humanos), por ejemplo, células CHO y células HEK-293. También puede realizarse modificaciones a
nivel de ADN. La secuencia de ADN que codifica el péptido puede cambiarse por codones mas compatibles con la
célula hospedadora elegida. En la técnica se conocen codones optimizados para la especie E. coli. Los codones
pueden sustituirse para eliminar sitios de restriccion o para incluir sitios de restriccion silenciosos, que puede ayudar
en el procesamiento del ADN en la célula hospedadora seleccionada. A continuacion, el hospedador transformado se
cultiva y purifica. Las células hospedadoras pueden cultivarse en condiciones de fermentacion o cultivo convencionales
para que se expresen los compuestos deseados. Dichas condiciones de fermentacion y cultivo son muy conocidas en
la técnica.

Son ejemplos de lineas de células hospedadoras de mamifero utiles, las células de ovario de hamster chino, incluidas
las células CHO-K1 (p. ej., ATCC CCL61), las células DXB-11, DG-44 y de ovario de hamster chino/-DHFR (CHO,
Urlaub et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77: 4216 (1980)); la linea CVI de rifion de mono transformada por SV40 (COS-
7, ATCC CRL 1651); la linea de rifidn embrionario humano (293 o células 293 subclonadas para su crecimiento en
cultivo en suspension, [Graham et al, J. Gen Virol. 36: 59 (1977)]; las células de rifién de cria de hamster (BHK, ATCC
CCL 10); las células de Sertoli de raton (TM4, Mather, Biol. Reprod. 23: 243-251 (1980)); las células de rifion de mono
(CVI ATCC CCL 70); las células de rifidn de mono verde africano (VERO-76, ATCC CRL-1587); las células de
carcinoma cervicouterino humano (HELA, ATCC, CCL 2); las células de rifién canino (MDCK, ATCC CCL 34); las
células de higado de rata bufalo (BRL 3A, ATCC CRL 1442); las células de pulmén humano (W138, ATCC CCL 75);
las células de hepatoma humano (Hep G2, HB 8065); las células de tumor mamario de ratén (MMT 060562, ATCC
CCL51); las células TRI (Mather et al, Annals N.Y Acad. Sci. 383: 44-68 (1982)); las células MRC 5 o células FS4; o
las células de mieloma de mamifero.

Las expresiones "célula", "linea celular", y "cultivo celular" a menudo se usan indistintamente y en el presente
documento todas estas designaciones incluyen la descendencia celular. Por ejemplo, una célula "procedente de" una
célula CHO es una descendencia celular de una célula de ovario de hamster chino, que se puede eliminar de la célula
precursora primaria original mediante cualquier nimero de generaciones, y que también puede incluir una célula
descendiente transformante. Los transformantes y las células transformadas incluyen la célula objeto primaria y los
cultivos procedentes de la misma sin tener en cuenta el nimero de transferencias. Se entiende también que toda la
descendencia puede no ser exactamente idéntica en cuanto al contenido de ADN, debido a mutaciones deliberadas o
involuntarias. Se incluyen descendientes mutantes que tienen la misma funcién o actividad bioldgica que la usada para
cribar la célula transformada originalmente.

Las células hospedadoras se transforman o transfectan con los acidos nucleicos o vectores descritos anteriormente
para la produccioén de polipéptidos (incluidas las proteinas de union a antigenos, como los anticuerpos) y se cultivan
en un medio nutritivo convencional modificado segin sea apropiado para inducir promotores, seleccionar
transformantes o amplificar los genes que codifican las secuencias deseadas. Ademas, los nuevos vectores y lineas
celulares transfectadas con multiples copias de unidades de transcripcion separadas por un marcador selectivo, son
particularmente Utiles para la expresion de polipéptidos, tales como anticuerpos.

El término "transfeccion" significa la captacion de ADN extrafio o exdgeno por una célula y una célula se ha
"transfectado" cuando el ADN exdgeno se ha introducido dentro de la membrana celular. Se conocen bien en el campo
técnico, diversas técnicas de transfeccion y se divulgan en el presente documento. Véase, por ejemplo, Graham et al.,
1973, Virology 52:456; Sambrook et al., 2001, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, citado anteriormente; Davis et
al., 1986, Basic Methods in Molecular Biology, Elsevier; Chu et al., 1981, Gene 13:197. Dichas técnicas pueden
utilizarse para introducir uno o mas residuos de ADN exdgenos en células hospedadoras adecuadas.

El término "transformacion” se refiere a un cambio en las caracteristicas genéticas de una célula y una célula se ha
transformado cuando se ha modificado para que contenga ADN o ARN nuevo. Por ejemplo, una célula esta
transformada en caso de que esté genéticamente modificada con respecto a su estado nativo mediante la introduccion
de nuevo material genético por transfeccion, transduccion u otras técnicas. Después de la transfeccion o transduccion,
el ADN transformante puede recombinarse con el de la célula integrandose fisicamente en un cromosoma de la célula
o0 puede mantenerse transitoriamente como un elemento episémico sin replicarse o puede replicarse de manera
independiente como un plasmido. Se considera que una célula se ha "transformado de manera estable" cuando el
ADN transformante se replica con la division de la célula.

La presente invencién también se refiere a un método para producir una proteina de interés que implica el cultivo de
la célula hospedadora de mamifero, en medio acuoso en condiciones fisioldgicas que permitan la expresion de la
proteina de interés; y recuperar la proteina de interés del medio.

Las células hospedadoras utilizadas para producir los polipéptidos Utiles en la invencion, pueden cultivarse en una
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variedad de medios. Los medios comercialmente disponibles tales como F10 de Ham (Sigma), medio minimo esencial
((MEM), (Sigma), RPMI-1640 (Sigma), medio de Eagle modificado por Dulbecco ((DMEM), Sigma), son adecuados
para cultivar células hospedadoras. Ademas, cualquiera de los medios descritos en Ham et al., Meth. Enz. 58: 44
(1979), Barnes et al., Anal. Biochem. 102: 255 (1980), en las patentes de Estados Unidos N. °4.767.704; 4.657.866;
4.927.762; 4.560.655; 0 5.122.469; en los documentos W090103430 y WO 87/00195; o en la patente de Estados
Unidos Re N. °30.985, pueden usarse como medio de cultivo para las células hospedadoras. Cualquiera de estos
medios puede complementarse segun sea necesario con hormonas y/u otros factores de crecimiento (tales como
insulina, transferrina o factor de crecimiento epidérmico), sales (tales como cloruro de sodio, calcio, magnesio y
fosfato), tampones (tal como HEPES), nucledtidos (tales como adenosina y timidina), antibioticos (tal como el farmaco
GENTAMYCIN™), oligoelementos (definidos como compuestos inorganicos habitualmente presentes en
concentraciones finales en el intervalo micromolar) y glucosa o una fuente de energia equivalente, de tal manera que
las condiciones fisiologicas de la célula en, o sobre, el medio promueven la expresion de la proteina de interés por la
célula hospedadora; también se pueden incluir otros suplementos a concentraciones apropiadas que conocerian los
expertos en la materia. Las condiciones de cultivo, tales como la temperatura (normalmente, pero no necesariamente,
una temperatura de aproximadamente 37 °C, el pH (normalmente, pero no necesariamente, un pH de
aproximadamente 6,5 a 7,5), la oxigenacion y similares, son las utilizadas previamente con la célula hospedadora
seleccionada para la expresion de la proteina de interés, y seran obvias para el experto en la materia. El medio de
cultivo puede incluir una cantidad adecuada de suero tal como suero bovino fetal

(FBS, fetal bovine serum), o preferiblemente, las células hospedadoras se pueden adaptar para cultivo en medio sin
suero. En algunas realizaciones, el medio acuoso es liquido, de manera que las células hospedadoras se cultivan en
una suspension celular dentro del medio liquido. Las células hospedadoras pueden cultivarse de manera util en cultivo
discontinuo o en sistemas de cultivo continuo.

En otras realizaciones, las células hospedadoras de mamifero se pueden cultivar en medio acuoso sélido o semisdélido,
por ejemplo, que contiene agar o agarosa, para formar un medio o superficie de sustrato a la que se adhieren las
células y forman una capa de adhesion.

Al cultivar las células hospedadoras, el polipéptido recombinante puede producirse intracelularmente, en el espacio
periplasmatico, o secretarse directamente al medio. Si el polipéptido, tal como una proteina de unién a antigeno (por
ejemplo, un anticuerpo), se produce intracelularmente, como una primera etapa, los restos de particulas, ya sean
células hospedadoras o fragmentos resultantes de la lisis, se eliminan, por ejemplo, mediante centrifugacién o
ultrafiltracion.

Una proteina de interés, tal como un anticuerpo o fragmento de anticuerpo puede purificarse usando, por ejemplo,
cromatografia de hidroxil apatita, cromatografia de intercambio cationico o aniénico, o preferiblemente cromatografia
de afinidad, utilizando el antigeno de interés o proteina A o proteina G como ligando de afinidad. La proteina A puede
usarse para purificar proteinas que incluyen polipéptidos basados en cadenas pesadas y1, y2 o y4 humanas (Lindmark
et al., J. Immunol. Meth. 62: 1-13 (1983)). La proteina G se recomienda para todos los isotipos de ratén y para y3
humano (Guss et al., EMBO J. 5:15671575 (1986)). La matriz a la que se une el ligando de afinidad suele ser agarosa,
pero ofras matrices estan disponibles. Las matrices mecanicamente estables, tales como vidrio o
poli(estirendivinil)benceno de poro controlado, permiten caudales mas rapidos y tiempos de procesamiento mas cortos
que los que se pueden obtener con la agarosa. Cuando la proteina comprende un dominio CH 3, la resina Bakerbond
ABX™ (JT Baker, Phillipsburg, NJ) es util para la purificacion. Otras técnicas de purificacion de proteinas como la
precipitacion con etanol, HPLC de fase inversa, cromatoenfoque, SDS-PAGE vy precipitacién con sulfato de amonio,
también estan disponibles dependiendo del anticuerpo que se vaya a recuperar.

"En condiciones fisioldgicas", con respecto a tampones de incubacion e inmunoglobulinas, u otros reactivos de
ensayos de union, significa incubacion en condiciones de temperatura, pH y fuerza ionica, que permitan que se
produzca una reaccién bioquimica, tal como una reaccién de unién no covalente. Normalmente, la temperatura es una
temperatura de lugar o ambiente hasta aproximadamente 37 °C y a un pH de 6,5 a 7,5.

"Sal fisiologicamente aceptable" de una composicion de materia, por ejemplo, una sal de una inmunoglobulina, tal
como de un anticuerpo o de otra proteina de interés, significa cualquier sal o sales, que se sabe, o que se descubre
mas tarde, que es (son) farmacéuticamente aceptable(s). Algunos ejemplos no limitantes de sales farmacéuticamente
aceptables son: acetato; trifluoroacetato; hidrohaluros, tales como hidrocloruro e hidrobromuro; sulfato; citrato;
maleato; tartrato; glicolato; gluconato; succinato; mesilato; besilato; sales de ésteres de acido galico (el acido galico
también se conoce como acido 3,4, 5 trihidroxibenzoico) tales como pentagaloilglucosa (PGG) y galato de
epigalocatequina (EGCG), sales de colesteril sulfato, sales de pamoato, tanato y oxalato.

Una "mezcla de reacciéon" es una mezcla acuosa que contiene todos los reactivos y factores necesarios, que en
condiciones fisiolégicas de incubacion, permiten que se produzca una reaccién bioquimica in vitro de interés, tal como
una reaccion de unién covalente o no covalente.

Un "dominio" o una "region" (utilizados indistintamente en el presente documento) de un polinucleétido, es cualquier
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parte de todo el polinucledtido, hasta e incluyendo el polinucleétido completo, pero normalmente comprende menos
que el polinucledtido completo. Un dominio puede, pero no necesariamente, plegarse independientemente (p. €j.,
plegamiento en horquilla de ADN) del resto de la cadena de polinucleétidos y/o correlacionarse con una funcion o
ubicacion bioldgica, bioquimica o estructural particular, tal como una regién codificante o una region reguladora.

Un "dominio" o una "region" (utilizados indistintamente en el presente documento) de una proteina, es cualquier parte
de toda la proteina, hasta e incluyendo la proteina completa, pero normalmente comprende menos que la proteina
completa. Un dominio puede, pero no necesariamente, plegarse independientemente del resto de la cadena proteica
y/o correlacionarse con una funcion o ubicacion bioldgica, bioquimica o estructural particular (por ejemplo, un dominio
de unién a ligando, o un dominio citosolico, transmembrana o extracelular).

El término "anticuerpo”, o indistintamente "Ab", se utiliza en el sentido mas amplio e incluye anticuerpos completamente
ensamblados, anticuerpos monoclonales (incluidos anticuerpos humanos, humanizados o quiméricos), anticuerpos
policlonales, anticuerpos multiespecificos (por ejemplo, anticuerpos biespecificos) y fragmentos de anticuerpo que
pueden unirse al antigeno (por ejemplo, Fab, Fab', F(ab');, Fv, anticuerpos monocatenarios, diacuerpos), que
comprenden las regiones determinantes de la complementariedad (CDR, siglas del inglés complementarity
determining regions) de los anteriores, siempre que muestren la actividad biolégica deseada. Se contemplan
multimeros o agregados de moléculas y/o fragmentos intactos, incluidos los anticuerpos quimicamente derivatizados.
Se contemplan anticuerpos de cualquier clase o subclase de isotipo, incluyendo IgG, IgM, IgD, IgA e IgE, 1gG1, IgG2,
IgG3, 1gG4, IgAl e IgA2, o de cualquier alotipo. Los diferentes isotipos tienen diferentes funciones efectoras; por
ejemplo, los isotipos IgG1 e IgG3 tienen actividad de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC, siglas
del inglés antibody-dependent cellular cytotoxicity).

Una proteina "aislada", por ejemplo, una inmunoglobulina, tal como un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo, es
una que se ha identificado y separado de uno o mas componentes de su ambiente natural o de un medio de cultivo
en el que una célula productora lo ha secretado. En algunas realizaciones, la proteina aislada esta sustancialmente
exenta de proteinas o polipéptidos u otros contaminantes que se encuentran en su ambiente natural o medio de cultivo
que podrian interferir con su uso desde un punto de vista terapéutico, diagnéstico, profilactico, de investigacion u otro
uso. Los componentes "contaminantes" de su ambiente o medio natural son materiales que podrian interferir con los
usos diagndsticos o terapéuticos de la proteina, por ejemplo, un anticuerpo, y puede incluir enzimas, hormonas y otros
solutos proteicos o no proteicos (por ejemplo, polinucledtidos, lipidos, hidratos de carbono). Normalmente, una
"proteina aislada" constituye al menos aproximadamente un 5 %, al menos aproximadamente un 10 %, al menos
aproximadamente un 25 % o al menos aproximadamente un 50 % de una muestra dada. En algunas realizaciones, la
proteina de interés, por ejemplo, un anticuerpo, se purificara (1) hasta un nivel mayor del 95 % en peso de proteina, y
lo mas preferentemente, mayor del 99 % en peso, o (2) hasta la homogeneidad por SDS-PAGE en condiciones
reductoras o no reductoras, opcionalmente usando tincién, por ejemplo, tincién con azul de Coomassie o con plata. El
anticuerpo de origen natural aislado incluye el anticuerpo in situ en el interior de células recombinantes, ya que al
menos un componente del entorno natural de la proteina no estara presente. Sin embargo, normalmente, la proteina
aislada de interés (por ejemplo, un anticuerpo) se preparara mediante al menos una etapa de purificacion.

La expresion "anticuerpo monoclonal”, como se usa en el presente documento, se refiere a un anticuerpo obtenido de
una poblacién de anticuerpos sustancialmente homogénea, es decir, los anticuerpos individuales que comprenden la
poblacién, son idénticos salvo por las posibles mutaciones de origen natural que puede haber en cantidades
minoritarias. Los anticuerpos monoclonales, que son proteinas de unién a antigeno, son proteinas de unién
sumamente especificas, que se dirigen contra un sitio o epitopo antigénico individual, a diferencia de las preparaciones
de anticuerpos policlonales que normalmente incluyen anticuerpos diferentes dirigidos contra epitopos diferentes.
Como ejemplos no limitantes de anticuerpos monoclonales se incluyen anticuerpos murinos, de conejo, rata, pollo,
quiméricos, humanizados o humanos, anticuerpos completamente ensamblados, anticuerpos multiespecificos
(incluidos anticuerpos biespecificos), fragmentos de anticuerpo que pueden unirse a un antigeno (incluidos, Fab, Fab',
F(ab);, Fv, anticuerpos monocatenarios, diacuerpos), maxicuerpos, nanocuerpos y péptidos recombinantes que
comprenden las CDR de los anteriores siempre que muestren la actividad biolégica deseada, o variantes o derivados
de los mismos.

El modificador "monoclonal" indica la naturaleza del anticuerpo obtenido de una poblacién de anticuerpos
sustancialmente homogénea y no debe interpretarse como que requiere la produccion del anticuerpo por ningun
método concreto. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales para su uso de acuerdo con la presente invencion,
pueden prepararse mediante el método de hibridoma descrito por primera vez por Kohler et al., Nature, 256:495 [1975],
o pueden prepararse mediante métodos de ADN recombinante (véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos
N.° 4.816.567). Los "anticuerpos monoclonales" también pueden aislarse de fagotecas de anticuerpos usando las
técnicas descritas en Clackson et al., Nature, 352:624-628[1991] y en Marks et al., J. Mol. Biol., 222:581-597 (1991),
por ejemplo.

Un agente de unién o proteina o anticuerpo de unién a antigeno "multiespecifico”, es uno que se dirige a mas de un
antigeno o epitopo.
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Un agente de union o proteina o anticuerpo de unién a antigeno "biespecifico”, "dual-especifico" o "bifuncional”, es un
hibrido que tiene dos sitios de unién a antigeno diferentes. Las proteinas de unién a biantigeno, las proteinas y los
anticuerpos de unién a antigeno son una especie de proteina de unién a mdltiples antigenos, proteina de unién a
antigeno o anticuerpo multiespecifico y puede producirse mediante una variedad de métodos que incluyen, pero sin
limitacion, fusién de hibridomas o enlace de fragmentos Fab'. (Véase, por ejemplo, Songsivilai y Lachmann, 1990, Clin.
Exp. Immunol. 79:315-321; Kostelny et al., 1992, J. Inmunol. 148:1547-1553; Spiess et al., Alternative molecular
formats and therapeutic applications for bispecific antibodies, Mol. Immunol. 67:95-106 (2015)). Los dos sitios de union
de una proteina o anticuerpo de unién a antigeno biespecifico se uniran a dos epitopos diferentes, que pueden
encontrarse en las mismas dianas proteicas o en diferentes dianas proteicas.

El término "inmunoglobulina" abarca anticuerpos completos que comprenden dos cadenas pesadas (HC, siglas del
inglés heavy chains) dimerizadas, cada una de ellas unida por enlace covalente a una cadena ligera (LC, siglas del
inglés light chain); una sola cadena pesada de inmunoglobulina no dimerizada y una cadena ligera unida por enlace
covalente (HC + LC), o una inmunoglobulina quimérica (heterodimero de cadena ligera + cadena pesada -Fc
(denominado "hemicuerpo”). Una "inmunoglobulina" es una proteina, pero no es necesariamente una proteina de
union a antigeno.

En un "anticuerpo”, cada tetramero esta compuesto por dos pares de cadenas polipeptidicas idénticas, teniendo cada
par una cadena "ligera" de aproximadamente 220 aminoacidos (aproximadamente 25 kDa) y una cadena "pesada" de
aproximadamente 440 aminoacidos (aproximadamente 50-70 kDa). La parte amino-terminal de cada cadena incluye
una region "variable" ("V") de aproximadamente 100 a 110 o mas aminoacidos, principalmente responsable del
reconocimiento antigénico. La parte carboxi-terminal de cada cadena define una regién constante, principalmente
responsable de la funcién efectora. La region variable difiere entre diferentes anticuerpos. La regidon constante es la
misma entre diferentes anticuerpos. Dentro de la region variable de cada cadena pesada o ligera, hay tres subregiones
hipervariables que ayudan a determinar la especificidad del anticuerpo por el antigeno en el caso de un anticuerpo
que sea una proteina de union a antigeno. Sin embargo, dentro del alcance de la presente invenciéon, una realizacion
de la inmunoglobulina, por ejemplo, un anticuerpo, no necesita ser una proteina de union a antigeno, o no es necesario
saber que se une especificamente a un antigeno. Los restos del dominio variable entre las regiones hipervariables se
denominan restos estructurales y generalmente son algo homodlogos entre diferentes anticuerpos. Las
inmunoglobulinas se pueden asignar a diferentes clases dependiendo de la secuencia de aminoacidos del dominio
constante de sus cadenas pesadas. Las cadenas ligeras humanas se clasifican como cadenas ligeras kappa (.kappa.)
y lambda (.lamda.). En las cadenas ligeras y pesadas, las regiones variable y constante estan unidas por una region
"J" de aproximadamente 12 o mas aminoacidos, incluyendo también la cadena pesada una regién "D" de
aproximadamente 10 aminoacidos mas. Véase, en general, Fundamental Immunology, cap. 7 (Paul, W., ed., 2.2 ed.
Raven Press, N.Y. (1989)). En el alcance de la invencion, un "anticuerpo” también incluye un anticuerpo fabricado de
manera recombinante, y anticuerpos que estan glicosilados o que carecen de glicosilacion.

La expresion "cadena ligera" o "cadena ligera de inmunoglobulina” incluye una cadena ligera de longitud completa y
fragmentos de la misma que tienen suficiente secuencia de region variable para conferir especificidad de unién. Una
cadena ligera de longitud completa incluye un dominio de region variable, V. y un dominio de region constante, Cy. El
dominio de region variable de la cadena ligera se encuentra en el extremo amino del polipéptido. Las cadenas ligeras
incluyen cadenas kappa y cadenas lambda.

La expresion "cadena pesada" o "cadena pesada de inmunoglobulina” incluye una cadena pesada de longitud
completa y fragmentos de la misma que tienen suficiente secuencia de region variable para conferir especificidad de
union. Una cadena pesada de longitud completa incluye un dominio de region variable, Vy y tres dominios de region
constante, Ch1, Chz y Chs. EI dominio V4 se encuentra en el extremo amino del polipéptido y los dominios Ch se
encuentran en el extremo carboxilo, siendo el Cns el mas cercano al extremo carboxilo del polipéptido. Las cadenas
pesadas se clasifican como mu (m), delta (8), gamma (y), alfa (a) y épsilon (), y definen el isotipo del anticuerpo como
IgM, IgD, IgG, IgA e IgE, respectivamente. En formas de realizacion distintas de la invencion, las cadenas pesadas
pueden ser de cualquier isotipo, incluyendo IgG (incluyendo los subtipos IgG1, 1gG2, IgG3 e IgG4), IgA (incluyendo
los subtipos IgA1 e IgA2), IgM e IgE. Varios de estos pueden dividirse ademas en subclases o isotipos, por ejemplo,
IgG1, 19G2, IgG3, IgG4, IgAl e IgA2. Diferentes isotipos de IgG pueden tener diferentes funciones efectoras (mediadas
por la regién Fc), tales como citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) y citotoxicidad dependiente del
complemento (CDC). En la ADCC, la region Fc de un anticuerpo se une a receptores de Fc (Fc.gamma.R) en la
superficie de células efectoras inmunitarias tales como linfocitos citoliticos naturales (natural killers) y macréfagos,
conduciendo a la fagocitosis o a la lisis de las células diana. En la CDC, los anticuerpos destruyen a las células diana
activando la cascada del complemento en la superficie celular.

Una "regidon Fc", o como se usa indistintamente en el presente documento, un "dominio Fc" o "dominio Fc de
inmunoglobulina”, contiene dos fragmentos de cadena pesada, que en un anticuerpo completo comprenden los
dominios Cx1 y Ch2 del anticuerpo. Los dos fragmentos de cadena pesada se mantienen juntos mediante dos o mas
enlaces disulfuro y mediante interacciones hidrofobas de los dominios Cha.

La expresion "epitopo de union al receptor de rescate” se refiere a un epitopo de la region Fc de una molécula de IgG
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(por ejemplo, IgGs, IgG2, IgG3 0 IgGa4), que es responsable de aumentar la semivida en suero de la molécula de IgG in
vivo.

En muchas realizaciones de la invencion, la proteina de interés es una proteina de unién a antigeno, tal como, pero
sin limitacién, un anticuerpo, una subunidad de anticuerpo o un fragmento de anticuerpo. Para una descripcion
detallada sobre la estructura y generacion de anticuerpos, véase Roth, D. B. y Craig, N. L., Cell, 94:411-414 (1998),
incorporado por referencia en su totalidad en el presente documento. Resumiendo, el proceso de generacién de ADN
codificante de las secuencias de inmunoglobulina de cadena pesada y ligera, se produce principalmente en linfocitos
B en desarrollo. Antes de la reorganizacion y de la unién de varios segmentos génicos de inmunoglobulina, los
segmentos génicos V, D, J y constante (C) se encuentran generalmente en una proximidad relativamente estrecha en
un solo cromosoma. Durante la diferenciacién de los linfocitos B, uno de cada uno de los miembros apropiados de la
familia de los segmentos génicos V, D, J (o0 solo V y J en el caso de genes de cadena ligera), se recombinan para
formar regiones variables funcionalmente reorganizadas de los genes de inmunoglobulina pesada y ligera. Este
proceso de reorganizacion de segmentos génicos parece ser secuencial. En primer lugar, se hacen uniones D-a-J de
cadena pesada, seguido de uniones V-a-DJ de cadena pesada y uniones V-a-J de cadena ligera. Ademas de la
reorganizacion de los segmentos V, D y J, se genera mayor diversidad en el repertorio primario de las cadenas ligera
y pesada de inmunoglobulina mediante recombinacion variable en las ubicaciones donde se unen los segmentos V' y
J de la cadena ligera y donde se unen los segmentos D y J de la cadena pesada. Dicha variacion en la cadena ligera
se produce normalmente dentro del ultimo codon del segmento génico V y del primer codén del segmento J. En el
cromosoma de la cadena pesada entre los segmentos D y Jy se produce una imprecision similar en la uniéon y puede
extenderse hasta 10 nucleétidos. Por otro lado, entre los segmentos génicos D y J4 y entre Vi y D, pueden insertarse
varios nucleétidos que no estan codificados por ADN gendmico. La adicion de estos nucledtidos se conoce como
diversidad de la region N. El efecto neto de dichas reorganizaciones en los segmentos génicos de la region variable y
la recombinacién variable que puede producirse durante dicha unién, es la produccién de un repertorio de anticuerpos
primarios.

La expresion region "hipervariable" se refiere a los restos de aminoacidos de un anticuerpo que son responsables de
la unién con el antigeno. La region hipervariable comprende restos de aminoacidos de una region determinante de la
complementariedad o CDR [es decir, los restos 24-34 (L1), 50-56 (L2) y 89-97 (L3) en el dominio variable de la cadena
ligera'y 31-35 (H1), 50-65 (H2) y 95-102 (H3) en el dominio variable de la cadena pesada, como describen Kabat et
al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, # Ed Public Health Service, National Institutes of Health,
Bethesda, Md. (1991)]. Incluso una sola CDR puede reconocer a un antigeno y unirse al mismo, aunque con una
afinidad menor que todo el sitio de unién al antigeno que contiene todas las CDR.

Chothia et al., describen una definicion alternativa de restos de un "bucle" hipervariable, en J. Mol. Biol. 196: 901-917
(1987) como restos 26-32 (L1), 50-52 (L2) y 91-96 (L3) en el dominio variable de la cadena ligera y 26-32 (H1), 53-55
(H2) y 96-101 (H3) en el dominio variable de la cadena pesada.

Los restos "estructurales" o "FR" son los restos de la region variable distintos de los de la region hipervariable.

Los "fragmentos de anticuerpos" comprenden una parte de un anticuerpo intacto de longitud completa,
preferentemente, la regiéon de unién al antigeno o variable del anticuerpo intacto. Como ejemplos de fragmentos de
anticuerpo se incluyen fragmentos Fab, Fab', F(ab'). y Fv; diacuerpos; anticuerpos lineales (Zapata et al., Protein
Eng.,8(10):1057-1062 (1995)); moléculas de anticuerpo monocatenario; y anticuerpos multiespecificos formados a
partir de fragmentos de anticuerpos.

La digestion con papaina de los anticuerpos produce dos fragmentos de unién a antigeno idénticos, denominados
fragmentos "Fab", cada uno con un solo sitio de unién al antigeno y un fragmento "Fc" residual que contiene la region
constante. El fragmento Fab contiene todo el dominio variable, asi como el dominio constante de la cadena ligera y el
primer dominio constante (CH1) de la cadena pesada. El fragmento Fc muestra hidratos de carbono y es responsable
de muchas funciones efectoras de anticuerpos (tales como la unién del complemento y de receptores celulares), que
distinguen una clase de anticuerpo de otra.

El tratamiento con pepsina produce un fragmento F(ab'), que tiene dos fragmentos de anticuerpo "Fv monocatenario”
o "scFv" que comprenden los dominios Vy y Vi de anticuerpo, en donde estos dominios estan presentes en una sola
cadena polipeptidica. Los fragmentos Fab difieren de los fragmentos Fab' por la inclusion de algunos restos adicionales
en el extremo carboxilo del dominio CH1 de cadena pesada incluyendo una o mas cisteinas de la region bisagra del
anticuerpo. Preferentemente, el polipéptido Fv comprende ademas un enlazador polipeptidico entre los dominios VH
y VL que permite al Fv formar la estructura deseada para la unién del antigeno. Para una revision de scFv véase
Pliickthun en The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 1 13, Rosenburg y Moore eds., Springer-Verlag, Nueva
York, pags. 269-315 (1994).

Un "fragmento Fab" comprende una cadena ligera y las regiones Cu1 y variable de una cadena pesada. La cadena
pesada de una molécula de Fab no puede formar un enlace disulfuro con otra molécula de cadena pesada.
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Un "fragmento Fab"" contiene una cadena ligera y una parte de una cadena pesada que contiene el dominio Vy y el
dominio Cy4 y también la region entre los dominios Cx1y Chp, de tal manera que entre las dos cadenas pesadas de
dos fragmentos Fab’ puede formarse un enlace disulfuro intercadena para formar una molécula de F(ab’),.

Un "fragmento F(ab')," contiene dos cadenas ligeras y dos cadenas pesadas que contienen una parte de la region
constante entre los dominios Cn1 y Ch2, de tal forma que se forma un enlace disulfuro intercadena entre las dos
cadenas pesadas. Por tanto, un fragmento F(ab'), estda compuesto por dos fragmentos Fab' que se mantienen juntos
mediante un enlace disulfuro entre las dos cadenas pesadas.

El fragmento "Fv" es el fragmento minimo de anticuerpo que contiene un sitio completo de reconocimiento del antigeno
y de unidén con el mismo. Esta region consiste en un dimero de un dominio variable de cadena pesada y uno de cadena
ligera en asociacion estrecha, no covalente. Es en esta configuracion, en la que las tres CDR de cada dominio variable
interaccionan para definir un sitio de unién con el antigeno en la superficie del dimero VH-VL. Un solo dominio variable
(o la mitad de un Fv que comprende solo tres CDR especificas para un antigeno) tiene la capacidad de reconocer al
antigeno y unirse al mismo, aunque con una afinidad menor en comparacion con el sitio de uniéon completo.

Los "anticuerpos monocatenarios" son moléculas de Fv en las que las regiones variables de cadena pesada y ligera
estan conectadas a través de un enlazador flexible para formar una sola cadena polipeptidica, que forma una regién
de unién a antigeno. Los anticuerpos monocatenarios se analizan con detalle en la publicacion de solicitud
internacional de patente n.° WO 88/01649 y en las patentes de Estados Unidos n.° 4.946.778 y 5.260.203, cuyas
divulgaciones se han incorporado por referencia en su totalidad.

Los fragmentos de anticuerpos "Fv monocatenarios" o "scFv" comprenden los dominios V4 y Vi del anticuerpo, en
donde estos dominios estan presentes en una sola cadena polipeptidica y, opcionalmente, comprenden un enlazador
polipeptidico entre los dominios V4 y VL que permiten que el Fv forme la estructura deseada para la unién con el
antigeno (Bird et al., Science 242:423-426, 1988 y Huston et al., Proc. Nati. Acad. Sci. USA 85:5879-5883, 1988). Un
fragmento "Fd" consiste en los dominios Vy 'y Cyj.

El término "diacuerpos" se refiere a pequefios fragmentos de anticuerpos con dos sitios de unién al antigeno, cuyos
fragmentos comprenden un dominio variable de cadena pesada (V) conectado a un dominio variable de cadena ligera
(VL) en la misma cadena polipeptidica (Vu-VL). Utilizando un enlazador que sea demasiado corto como para permitir
el emparejamiento entre los dos dominios de la misma cadena, se obliga a los dominios a emparejarse con los
dominios complementarios de otra cadena y a crear dos sitios de union al antigeno. Se describen diacuerpos de
manera mas completa, por ejemplo, en los documentos EP 404.097; WO 93/11161; y en Hollinger et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 90:6444-6448 (1993).

Un "anticuerpo de dominio" es un fragmento de inmunoglobulina inmunolégicamente funcional que contiene
Unicamente la region variable de una cadena pesada o la region variable de una cadena ligera. En algunos casos,
para crear un anticuerpo de dominio bivalente, dos o mas regiones V4 se unen mediante enlace covalente con un
enlazador peptidico. Las dos regiones Vy de un anticuerpo de dominio bivalente pueden dirigirse al mismo antigeno a
antigenos diferentes.

La expresion "proteina de unién a antigeno" (ABP, antigen binding protein) incluye anticuerpos o fragmentos de
anticuerpos, como se definié anteriormente, y péptidos u otros compuestos recombinantes que contienen secuencias
procedentes de las CDR que tienen las propiedades de union al antigeno deseadas, de modo que se unen
especificamente a un antigeno diana de interés.

En general, una proteina de unién a antigeno, por ejemplo, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo, "se une
especificamente" a un antigeno de interés cuando tiene una afinidad de unién significativamente mas alta y, en
consecuencia, es capaz de distinguir, ese antigeno, en comparacién con su afinidad por otras proteinas no
relacionadas, en condiciones de ensayo de unién similares. Normalmente, se dice que una proteina de unién a
antigeno se "une especificamente" a su antigeno diana cuando la constante de disociacion (Kp) tiene un valor de 10
8M o inferior. La proteina de union al antigeno se une especificamente al antigeno con "alta afinidad" cuando la Kp
tiene un valor de 10° M o inferior, y con "muy alta afinidad" cuando la Kp tiene un valor de 10-'°M o inferior.

Las expresiones "region de unién al antigeno” o "sitio de unidn al antigeno", significan una parte de una proteina que
se une especificamente a un antigeno especificado. Por ejemplo, la parte de una proteina de unién al antigeno que
contiene los restos de aminoacidos que interactian con un antigeno y que confieren a la proteina de union al antigeno
su especificidad y afinidad por el antigeno, se denomina "region de unién al antigeno". Una region de union al antigeno
incluye normalmente una o mas "regiones determinantes de la complementariedad" ("CDR"). Ciertas regiones de unién
al antigeno también incluyen una o mas regiones "estructurales" ("FR", siglas del inglés framework). Una "CDR" es
una secuencia de aminoacidos que contribuye a la especificidad y afinidad de unién al antigeno. Las regiones
"estructurales" pueden ayudar a mantener la conformacion adecuada de las CDR para promover la unién entre la
region de union al antigeno y un antigeno. En un anticuerpo tradicional, las CDR estan incluidas en una region
estructural en la region variable de la cadena pesada y ligera donde constituyen las regiones responsables de la unién
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al antigeno y el reconocimiento del mismo. Una region variable de una proteina de inmunoglobulina de unién al
antigeno, comprende al menos tres CDR de cadena pesada o ligera, véase, citado anteriormente (Kabat et al., 1991,
Sequences of Proteins of Immunological Interest, Public Health Service N.I.H., Bethesda, Md.); véase también Chothia
y Lesk, 1987, J. Mol. Biol. 196:901-917; Chothia et al., 1989, Nature 342: 877-883), dentro de una regién estructural
(denominadas regiones estructurales 1-4, FR1, FR2, FR3 y FR4, por Kabat et al., 1991, citado anteriormente; véase
también Chothia y Lesk, 1987, citado anteriormente).

El término "antigeno" se refiere a una molécula o a una parte de una molécula que puede unirse a un agente de union
selectivo, tal como una proteina de union a antigeno (incluyendo, por ejemplo, un anticuerpo o fragmento inmunolégico
funcional del mismo) y que ademas puede utilizarse en un animal para producir anticuerpos que pueden unirse a ese
antigeno. Un antigeno puede poseer uno o mas epitopos que pueden interactuar con diferentes proteinas de unién a
antigeno, por ejemplo, anticuerpos.

Un "epitopo" es la parte de una molécula que esta unida por una proteina de unién a antigeno (por ejemplo, por un
anticuerpo). El término incluye cualquier determinante que pueda unirse especificamente a una proteina de union a
antigeno, tal como un anticuerpo o un receptor de linfocitos T. Un epitopo puede ser contiguo o no contiguo (por
ejemplo, en un polipéptido monocatenario, los restos de aminoacidos que no son contiguos entre si en la secuencia
polipeptidica pero que dentro del contexto de la molécula estan unidos por la proteina de unién al antigeno). En
determinadas realizaciones, los epitopos pueden ser miméticos ya que comprenden una estructura tridimensional que
es similar a la de un epitopo utilizado para generar la proteina de unién al antigeno, pero no comprenden ninguno o
solo algunos de los restos de aminoacidos que se encuentran en ese epitopo utilizado para generar la proteina de
unién al antigeno. Con mucha frecuencia, los epitopos se encuentran en las proteinas, pero en algunos casos, pueden
encontrarse en otros tipos de moléculas, tales como acidos nucleicos. Los determinantes epitdpicos pueden incluir
agrupaciones superficiales quimicamente activas de moléculas tales como aminoacidos, cadenas laterales de azucar,
grupos fosforilo o sulfonilo, y pueden tener caracteristicas estructurales tridimensionales especificas y/o caracteristicas
de carga especificas. En general, en una mezcla compleja de proteinas y/o macromoléculas, los anticuerpos
especificos para un antigeno diana particular, reconoceran preferentemente un epitopo en el antigeno diana.

El término "identidad" se refiere a una relacion entre las secuencias de dos o mas moléculas polipeptidicas o dos o
mas moléculas de acido nucleico, determinada mediante alineamiento y comparacion de las secuencias. El "porcentaje
de identidad" significa el porcentaje de restos idénticos entre los aminoacidos o nucledtidos en las moléculas
comparadas y se calcula basandose en el tamafio de la mas pequefia de las moléculas que se estén comparando.
Para estos calculos, los huecos en los alineamientos (en caso de haberlos) se abordan preferentemente mediante un
modelo matematico o programa informatico particular (es decir, un "algoritmo"). Los métodos que pueden usarse para
calcular la identidad de los acidos nucleicos o los polipéptidos alineados incluyen los descritos en Computational
Molecular Biology, (Lesk, A. M., ed.), 1988, Nueva York: Oxford University Press; Biocomputing Informatics and
Genome Projects, (Smith, D. W., ed.), 1993, Nueva York: Academic Press; Computer Analysis of Sequence Data,
Parte |, (Griffin, A. M., y Griffin, H. G., eds.), 1994, Nueva Jersey: Humana Press; von Heinje, G., 1987, Sequence
Analysis in Molecular Biology, Nueva York: Academic Press; Sequence Analysis Primer, (Gribskov, M. y Devereux, J.,
eds.), 1991, Nueva York: M. Stockton Press; y Carillo et al., 1988, SIAM J. Applied Math. 48:1073. Por ejemplo, la
identidad de secuencia puede determinarse mediante métodos estandar que se utilizan cominmente para comparar
la similitud en la posicion de los aminoacidos de dos polipéptidos. Utilizando un programa informatico, tal como BLAST
o FASTA, dos polipéptidos o dos secuencias de polinucleétidos se alinean para un emparejamiento 6ptimo de sus
respectivos restos (ya sea a lo largo de la longitud completa de una o ambas secuencias, o a lo largo de una parte
predeterminada de una o ambas secuencias). Los programas proporcionan una penalizacion de apertura por defecto
y una penalizacién de hueco por defecto, y junto con el programa informatico puede utilizarse una matriz de puntuacion,
tal como PAM 250 [una matriz de puntuacidon estandar; véase Dayhoff et al., en Atlas of Protein Sequence and
Structure, vol. 5, supp. 3 (1978)]. Por ejemplo, el porcentaje de identidad puede calcularse como: el nimero total de
emparejamientos idénticos multiplicado por 100 y después dividido entre la suma de la longitud de la secuencia mas
larga dentro del tramo emparejado y el nimero de huecos introducidos en las secuencias mas largas para alinear las
dos secuencias. Al calcular el porcentaje de identidad, las secuencias que se estan comparando se alinean de manera
que se proporciona el maximo grado de emparejamiento entre las secuencias.

El paquete del programa GCG es un programa informatico que puede utilizarse para determinar el porcentaje de
identidad, cuyo paquete incluye GAP (Devereux et al., 1984, Nucl. Acid Res. 12:387; Genetics Computer Group,
University of Wisconsin, Madison, Wis.). El algoritmo informatico GAP se utiliza para alinear los dos polipéptidos o
polinucledétidos para los que se va a determinar el porcentaje de identidad de secuencia. Las secuencias se alinean
para un emparejamiento 6ptimo de sus aminoacidos o nucleétidos respectivos (el "tramo emparejado”, determinado
por el algoritmo). Junto con el algoritmo, se utiliza una penalizacién por apertura de hueco (que se calcula como 3
veces la diagonal promedio, en donde la "diagonal promedio" es el promedio de la diagonal de la matriz de
comparacion que se esta utilizando; la "diagonal" es la puntuacion o el nimero asignado a cada emparejamiento
perfecto de aminoacidos por la matriz de comparacién particular) y una penalizacién por extension de hueco (que
generalmente es 1/10 veces la penalizaciéon por apertura de hueco), asi como una matriz de comparacion, tal como
PAM 250 o BLOSUM 62. En determinadas realizaciones, para el algoritmo también se utiliza una matriz de
comparacion estandar (véase, Dayhoff et al., 1978, Atlas of Protein Sequence and Structure 5:345-352 para la matriz
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de comparacion PAM 250; Henikoff et al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 89: 10915-10919 para la matriz de
comparacion BLOSUM 62).

Los parametros recomendados para determinar el porcentaje de identidad para secuencias de polipéptidos o de
nucledtidos utilizando el programa GAP, incluyen los siguientes:

Algoritmo: Needleman et al., 1970, J. Mol. Biol. 48:443-453;

Matriz de comparacion: BLOSUM 62 de Henikoff et al., 1992, citado anteriormente;
Penalizacién por hueco: 12 (pero sin penalizacion por huecos terminales)
Penalizacién por longitud de hueco: 4

Umbral de similitud: O

Ciertos esquemas de alineamiento para alinear dos secuencias de aminoacidos pueden dar como resultado el
emparejamiento de tan solo una region corta de las dos secuencias y esta region pequefia alineada puede tener una
identidad de secuencia muy elevada, incluso a pesar de que no haya una relacion significativa entre las dos secuencias
de longitud completa. Por consiguiente, el método de alineamiento seleccionado (programa GAP) puede ajustarse, si
asi se desea, para dar como resultado un alineamiento que abarque al menos 50 aminoacidos contiguos del
polipéptido diana.

El término "modificaciéon”, cuando se usa en relacion con proteinas de interés (por ejemplo, inmunoglobulinas,
incluyendo anticuerpos y fragmentos de anticuerpo), incluye, aunque sin limitacion, uno o mas cambios de
aminoacidos (incluidas las sustituciones, inserciones o deleciones); modificaciones quimicas; modificacion covalente
por conjugacion con agentes terapéuticos o de diagndstico; etiquetado (por ejemplo, con radionuclidos o varias
enzimas); unién de polimero covalente tal como PEGilacién (derivatizacion con polietilenglicol) e insercion o sustitucion
por sintesis quimica de aminoacidos no naturales. Las inmunoglobulinas modificadas de la invencién conservaran las
propiedades de unién (o no unién) de las moléculas no modificadas de la invencién. Mediante métodos conocidos por
el experto en la materia, las inmunoglobulinas, tales como los anticuerpos u otras proteinas, pueden
"genomanipularse" o modificarse para mejorar la afinidad, selectividad, estabilidad y/o capacidad de fabricacion de la
diana, antes de que la secuencia codificante de la proteina "genomanipulada" se incluya en el inventivo casete de
expresion.

El término "derivado”, cuando se usa en relacion con proteinas de interés, tales como inmunoglobulinas (incluidos
anticuerpos y fragmentos de anticuerpos), se refiere a proteinas que se modifican por enlace covalente mediante
conjugacioén con agentes terapéuticos o de diagnéstico, etiquetado (por ejemplo, con radiontclidos o varias enzimas),
union de polimero covalente tal como PEGilacion (derivatizacion con polietilenglicol) e insercion o sustitucion por
sintesis quimica de aminoacidos no naturales. Los derivados de la invencion conservaran las propiedades de union
de las moléculas no derivatizadas.

En el alcance de la invencion, las proteinas de interés pueden ser proteinas terapéuticas o "productos bioldgicos",
para el tratamiento de enfermedades, incluyendo, pero sin limitacion, enfermedades humanas o trastornos humanos.
"Tratamiento" o "tratar" es una intervencion realizada con la intencién de prevenir el desarrollo o alterar la patologia
de un trastorno. Por consiguiente, "tratamiento” se refiere tanto a tratamiento terapéutico como a medidas profilacticas
o preventivas. Los que necesitan tratamiento incluyen los que ya tienen el trastorno asi como en los que va a prevenirse
la enfermedad. "Tratamiento” incluye cualquier indicacion de éxito en la mejora de una lesién, patologia o afeccion,
incluyendo cualquier parametro objetivo o subjetivo tal como alivio; remision; disminucion de los sintomas o hacer que
la lesion, la patologia o la afeccion sea mas tolerable para el paciente; ralentizacién de la velocidad de degeneracion
o0 empeoramiento; haciendo que el punto final de la degeneraciéon sea menos debilitante; mejorando el bienestar fisico
o mental del paciente. El tratamiento o mejora de los sintomas puede basarse en parametros objetivos o subjetivos;
incluidos los resultados de una exploracion fisica realizada por un médico u otro profesional sanitario, el autoinforme
de un paciente, los examenes neuropsiquiatricos y/o la evaluacion psiquiatrica.

Una "cantidad eficaz" de un agente terapéutico es generalmente una cantidad suficiente para reducir la gravedad y/o
frecuencia de los sintomas, eliminar los sintomas y/o la causa subyacente, prevenir la aparicion de los sintomas y/o
su causa subyacente, y/o mejorar o remediar el dafio resultante de una jaqueca o asociado a ella. En algunas
realizaciones, la cantidad eficaz es una cantidad terapéuticamente eficaz o una cantidad profilacticamente eficaz. Una
"cantidad terapéuticamente eficaz" es una cantidad suficiente para remediar una patologia (por ejemplo, rechazo de
trasplante o EICH, inflamacion, esclerosis multiple, cancer, enfermedad cardiovascular, diabetes, neuropatia, dolor) o
uno o mas sintomas, particularmente un estado o uno o mas sintomas asociados con la patologia, o de otra manera,
para prevenir, impedir, retardar o revertir la progresiéon de la patologia o de cualquier otro sintoma no deseable
asociado a la enfermedad de cualquier forma, sea la que sea (es decir, que proporcione "eficacia terapéutica"). Una
"cantidad profilacticamente eficaz" es una cantidad de una composicién farmacéutica que, cuando se administra a un
sujeto, tendra el efecto profilactico esperado, por ejemplo, prevenir o retrasar la aparicién (o reincidencia) de los
sintomas de la jaqueca o de la esclerosis multiple, o reducir la probabilidad de la aparicion (o reincidencia) de la
jaqueca, los sintomas de la jaqueca o los sintomas de la esclerosis multiple. El efecto terapéutico o profilactico
completo no tiene que producirse necesariamente después de la administracion de una dosis, y puede producirse
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después de la administracién de una serie de dosis. Por tanto, se puede administrar una cantidad terapéutica o
profilacticamente eficaz en una o mas administraciones.

La proteina de interés puede ser cualquier proteina, pero en muchas realizaciones la proteina es una proteina o un
péptido farmacoldgicamente activo.

En algunas realizaciones de la invencion, la proteina de interés puede ser un péptido mimético o agonista. Los términos
"péptido mimético", "peptidomimético”, y "péptido agonista”, se refieren a un péptido o a una proteina que tiene una
actividad bioldégica comparable a la de una proteina de interés de origen natural. Estos términos incluyen ademas
péptidos que imitan indirectamente la actividad de una molécula peptidica de origen natural, tal como potenciando los

efectos de la molécula de origen natural.

En algunas realizaciones de la invencion, la proteina de interés puede ser un péptido antagonista o un péptido
inhibidor. El término "péptido antagonista”, "antagonista peptidico”, y "péptido inhibidor", se refiere a un péptido que
bloquea o de alguna manera interfiere con la actividad bioldgica de un receptor de interés, o tiene una actividad
biolégica comparable a la de un antagonista o inhibidor conocido de un receptor de interés (tal como, pero sin

limitacion, un canal iénico o un receptor acoplado a proteina G (GPCR, G-Protein Coupled Receptor)).

Los ejemplos de proteinas farmacoldgicamente activas que pueden usarse en la presente invencion incluyen, aunque
sin limitacién, un péptido de toxina, un péptido de unién a IL-6, una proteina de unién a CD3, una proteina de unioén a
CD19, una proteina de unién a CD20, una proteina de unién a CD22, una proteina de unién a HER2, una proteina de
unién a HERS3, una proteina de unién a VEGF-A, una proteina de unién a TNF-a, una proteina de unién a EGFR, una
proteina de union al ligando RANK, una proteina de unién a IL-1a, una proteina de unién a IL-1 B, una proteina de
union a IL-17A, una proteina de union a EPCAM (CD326), un antagonista del péptido CGRP, un antagonista del
péptido del receptor de bradicinina B1, un péptido agonista de la hormona paratiroidea (PTH), un péptido antagonista
de la hormona paratiroidea (PTH), un péptido de unién a ang-1, un péptido de unién a ang-2, un péptido de union a
miostatina, un péptido mimético de eritropoyetina (mimético de EPO), un péptido FGF21, un péptido mimético de
trombopoyetina (mimético de TPO) (por ejemplo, AMP2 o AMPS), un péptido de union al factor de crecimiento nervioso
(NGF), un péptido de union al factor de activacion de linfocitos B (BAFF) y un péptido similar al glucagén (GLP)-1 o un
peptidomimético del mismo o GLP-2 o un peptidomimético del mismo.

El término "analogo" de péptido o proteina se refiere a un polipéptido que tiene una secuencia que difiere de una
secuencia peptidica existente en la naturaleza en al menos una sustitucion de un resto de aminoacido, adicion interna
o delecion interna de al menos un aminoacido y/o truncamientos o adiciones de los extremos amino o carboxilo). Una
"delecién interna” se refiere a la ausencia de un aminoacido de una secuencia existente en la naturaleza en una
posicién distinta al extremo N o C terminal. Asimismo, una "adicién interna" se refiere a la presencia de un aminoacido
en una secuencia existente en la naturaleza en una posicion distinta al extremo N o C terminal.

Clonacion de ADN

La clonacion de ADN se lleva a cabo utilizando técnicas estandar (véase, por ejemplo, Sambrook et al. (1989)
Molecular Cloning: A Laboratory Guide, volumenes 1-3, Cold Spring Harbor Press, que se incorpora en el presente
documento como referencia). Por ejemplo, se puede construir una biblioteca de ADNc mediante transcripcion inversa
de ARNm de poliA+, preferiblemente ARNm asociado a la membrana, y la biblioteca puede explorarse usando sondas
especificas de secuencias de genes de polipéptidos de inmunoglobulina humana. Sin embargo, en una realizacion, la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, polymerase chain reaction) se usa para amplificar los ADNc (o partes de
los ADNc completos) que codifican un segmento de interés del gen de inmunoglobulina (por ejemplo, un segmento
variable de cadena ligera o pesada). Las secuencias amplificadas pueden clonarse facilmente en cualquier vector
adecuado, por ejemplo, en vectores de expresion, vectores minigénicos o vectores de presentacion de fagos. Se
apreciara que el método de clonacién particular utilizado no es critico, siempre que sea posible determinar la secuencia
de alguna parte del polipéptido de inmunoglobulina de interés.

Una fuente de acidos nucleicos que codifican anticuerpos es un hibridoma producido obteniendo un linfocito B de un
animal inmunizado con el antigeno de interés y fusionandolo con una célula inmortal. Como alternativa, el acido
nucleico se puede aislar de los linfocitos B (o del bazo completo) del animal inmunizado. Otra fuente mas de acidos
nucleicos que codifican anticuerpos es una biblioteca de tales acidos nucleicos generados, por ejemplo, a través de la
tecnologia de presentacion de fagos. Los polinucleétidos que codifican péptidos de interés, por ejemplo, péptidos de
region variable con caracteristicas de union deseadas, pueden identificarse mediante técnicas estandar tales como
barrido (o paneo).

La secuencia que codifica toda una regién variable del polipéptido de inmunoglobulina puede determinarse; sin
embargo, a veces sera adecuado secuenciar solo una parte de una region variable, por ejemplo, la parte que codifica
la CDR. La secuenciacion se lleva a cabo utilizando técnicas estandar (véase, por ejemplo, Sambrook et al. (1989)
Molecular Cloning: A Laboratory Guide, volimenes 1-3, Cold Spring Harbor Press y Sanger, F. et al. (1977) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 74: 5463-5467, que se incorporan en el presente documento como referencia). Al comparar la
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secuencia del acido nucleico clonado con las secuencias publicadas de genes de inmunoglobulina humana y ADNCc,
un experto en la materia podra determinar facilimente, dependiendo de la region secuenciada, (i) el uso del segmento
de la linea germinal del polipéptido de inmunoglobulina del hibridoma (incluido el isotipo de la cadena pesada) y (ii) la
secuencia de las regiones variables de la cadena pesada y ligera, incluyendo las secuencias resultantes de la adicion
de la regién N y del proceso de mutacion somatica. Una fuente de informacion sobre la secuencia de genes de
inmunoglobulina es el National Center for Biotechnology Information, la National Library of Medicine y los National
Institutes of Health, Bethesda, Md.

El ADN aislado puede unirse operativamente a secuencias de control o colocarse en vectores de expresion, que
después se transfectan en células hospedadoras que de otro modo no producen la proteina de inmunoglobulina, para
dirigir la sintesis de anticuerpos monoclonales en las células hospedadoras recombinantes. La produccion
recombinante de anticuerpos es bien conocida en la técnica.

El acido nucleico esta unido operativamente cuando se coloca en una relacién funcional con otra secuencia de acido
nucleico. Por ejemplo, el ADN de una presecuencia o secuencia lider secretora esta unido operativamente a ADN de
un polipéptido si se expresa como una preproteina que participa en la secrecion del polipéptido; un promotor o
potenciador esta unido operativamente a una secuencia codificante si afecta a la transcripcién de la secuencia; o un
sitio de unién al ribosoma esta unido operativamente a una secuencia codificante si se coloca de manera que facilite
la traduccion. En general, unido operativamente significa que las secuencias de ADN que se unen son contiguas y, en
el caso de una secuencia lider secretora, contiguas y en fase de lectura. Sin embargo, no es necesario que los
potenciadores sean contiguos. La unién se realiza mediante ligamiento en sitios de restriccion convenientes. Si no
existen dichos sitios, se usan adaptadores o enlazadores oligonucleotidicos sintéticos de acuerdo con la practica
habitual.

En la técnica se conocen muchos vectores. Los componentes del vector pueden incluir uno o mas de lo siguiente: una
secuencia sefial (que puede, por ejemplo, dirigir la secrecion del anticuerpo; por ejemplo,
ATGGACATGAGGGTGCCCGCTCAGCTCCTGGGGCTCCTGCTGCTGTGGCTGAG AGGT GCGCGCTGT//SEQ ID
NO:7, que codifica la secuencia del péptido sefial VK-1 MDMRVPAQLLGLLLLWLRGARC//SEQ ID NO:8), un origen
de replicacion, uno o mas genes marcadores selectivos (que pueden, por ejemplo, conferir resistencia a antibidticos o
a otros farmacos, complementar las deficiencias auxotréficas o suministrar nutrientes fundamentales no disponibles
en los medios), un elemento potenciador, un promotor y una secuencia de terminacion de la transcripcion, todos ellos
bien conocidos en la técnica.

Ejemplos

Ejemplo 1. Materiales y métodos.

Construccion de vectores. Todos los vectores C, D, E, F y G, incluian una secuencia de ADN que codifica una proteina
exogena de interés "Fc-A" (o "FC-A"; una fusién de Fc ejemplar con un anticuerpo antiinflamatorio terapéutico), un
IRES (siglas del inglés Internal Ribosome Entry Site, Sitio Interno de Entrada al Ribosoma) procedente del virus EMCV
(virus de la encefalomiocarditis), el gen murino de la dihidrofolato reductasa y una poliadenilacién tardia de 221 pb
procedente del virus SV40 como se describid anteriormente (Kaufman, R.J. et al., Improved vectors for stable
expression of foreign genes in mammalian cells by use of the untranslated leader sequence from EMC virus, Nucl.
Acids Res. 19(16): 4485-4490 (1991); Schek, et al., Definition of the upstream efficiency element of the simian virus
40 late polyadenylation signal by using in vitro analyses, Mol. Cell. Biol. 12(12):5386-93 (1992)). La unién entre el IRES
y la DHFR fue aaaaacacgatTGCTCGAGAGTTGCCACCCATCafg //SEQ ID NO:6, donde las letras minusculas
representan la secuencia de IRES enddgena vy el sitio de inicio de la transcripcion ATG de la DHFR esta en minusculas
en cursiva. A partir de estas diversas construcciones, se inicia una sola transcripcion, que después incluye el gen de
Fc-A, el IRES del EMCV, el gen murino de la DHFR y termina en el sitio de poliadenilacién de SV40.

En la secuencia descrita anteriormente, se incluyeron varias secuencias promotoras de la transcripcién en 5'oen 5'y
3'. Esto permitié seleccionar todos los plasmidos utilizando el gen de DHFR y Fc-A como marcador de la expresion
relativa. En todos los plasmidos, la cadena principal del plasmido era pUC57-simple Genscript (Piscataway, NJ).

En la Figura 1 se representan esquematicamente varios plasmidos ejemplares. El vector C contenia las secuencias
intrénicas de CMV humano y del EF 1 alfa humano descritas anteriormente (Kim, Lee, Shin, Kang, y Kim, 2002). El
vector F (Figura 1) contenia secuencias que flanqueaban el gen del EF 1 alfa endégeno de células de ovario de
hamster chino (CHO) como se describe (Running Deer, J., y Allison, D. S., High-level expression of proteins in
mammalian cells using Transcription Regulatory sequences from Chinese Hamster Ovary EF-lalpha Gene,
Biotechnology Progress 20: 880-889 (2004)) con secuencias en 5' de 4 083 pb que flanquean el codéon ATG y
secuencias en 3' de 4 174 pb que flanquean después del sitio de poliadenilacion. El Vector G (Figura 1) se construy6
eliminando una secuencia de 240 pb del sitio de inicio de la transcripcion del gen del EF 1 alfa de CHO en el sitio FSEI
y reemplazandola por un fragmento de ADN que abarcaba el fragmento de CMV murino desde la posicion -615 hasta
el sitio de inicio de la transcripcion. El vector D (Figura 1) se construyo sintetizando el fragmento mostrado en la SEQ
ID NO: 1 (que contenia el CMV murino GenBank: L06816.1, nucledtidos 4067-4682, el intron del EF 1 alfa de rata
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GenBank: AC158987.3, nucledtidos 22137-21728) y colocando estas secuencias en 5' de la secuencia codificante de
Fc-A. El vector C y el vector D también contenian la secuencia lider tripartita de adenovirus que reemplaza la secuencia
lider no traducida 3' endégena (Kaufman et al., 1991). El vector pUC57-simple no se muestra en la Figura 1. El mapa
completo del Vector D se muestra en la Figura 2.

Electroporacion y cultivo de células. La electroporacion de larga duracién se realizd como se describié anteriormente
(Bodwell, et al., Long Duration electroporation for achieving high level expression of glucocorticoi receptors n
mammalian cell lines. J. Steriod Biochem. y Mol. Biol., 68(e 8), 77-82 (1999)). Resumiendo, 2 x 107 células se
resuspendieron en 0,3 ml de tampén HBS (HEPES 0,01 M pH 7,4, NaCl 0,15 M, EDTA 3 mM, Polisorbato20 al 0,005 %
v/v), se afiadieron 25 mg de ADN y se sometieron a electroporacién en una cubeta de 4 mm de espacio usando un
BTX EM 600 con una capacitancia de 3175 pF, 720 ohmios y 200 voltios.

Las células DXB11 y DG44 se cultivaron en PowerCHO2 (Lonza), ProCHO4 (Lonza) o Ex-cell 302 (Sigma), siguiendo
las instrucciones del fabricante. Las células se cultivaron cada 3-4 dias y se sembraron a 4 x 10° células/ml durante 3
dias en cultivo o a 3 x 105 células/ml durante 4 dias en cultivo.

El titulo de proteina se determiné mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC, Performance Liquid
Chromatography) de afinidad, utilizando una columna de proteina A POROS A/20.

Ejemplo 2. Transfeccién de células CHO

Con diversas construcciones que expresaban la proteina de fusion Fc-A, se transfectaron células CHO. En las Figuras
1y 2 se muestran estas construcciones. Se compararon grupos de células transfectadas para determinar su expresion
con respecto a la proteina de fusién Fc-A.

Transfeccién de células DXB11. Utilizando electroporacion, los diversos plasmidos de expresion de Fc-A se utilizaron
para transfectar células DXB11, una linea celular de CHO mutante con respecto a DHFR. Estas células se cultivaron
en ProCHO4 y primero se seleccionaron para el crecimiento en medios que carecian de hipoxantina y timidina y
después se seleccionaron con metotrexato (MTX) 150 nM. Grupos de células seleccionadas con MTX 150 nM se
sembraron a 1 x 10° células/ml y los dias 2, 4 y 7 se alimentaron con Ex-cell Advanced CHO Feed 1 (SAFC) y glucosa.
El fluido sobrenadante se recogio el dia 8 y se analiz6 utilizando una columna de proteina A poros como se describid
anteriormente.

En las Figuras 3A y 3B se muestra el titulo de proteina Fc-A y la productividad especifica (picogramos por célula por
dia), respectivamente. Los resultados demostraron que el promotor hibrido que contenia la secuencia potenciadora
de CMV murino combinada con una secuencia intronica del EF 1 alfa de rata y secuencias lider adecuadas (por
ejemplo, en este caso, la secuencia lider tripartita de adenovirus; vector D), aumentaba la expresion de la proteina
recombinante Fc-A mediante grupos de células transfectadas. Los titulos de proteina obtenidos fueron superiores a
los de otras construcciones y la productividad especifica fue tan buena o mejor que la obtenida utilizando otras
construcciones.

Transfeccién de DXB-11 con los Vectores D, F y G. Los Vectores D, F y G (Figura 1) se utilizaron para transfectar
células DXB11 que crecian en PowerCHO2. Las células se seleccionaron primero para el crecimiento en medios que
carecian de hipoxantina y timidina, se amplificaron en MTX a 150 nM y después se re-amplificaron en MTX 500 nM
para mejorar alin mas la expresion. Estos grupos se sembraron a 1 x 10° células/ml y los dias 2, 3 y 6 se alimentaron
con Ex-cell Advanced CHO Feed 1 y glucosa. El fluido sobrenadante se recogio el dia 8. Como se muestra en las
Figuras 4A y 4B, respectivamente, el titulo de los grupos transfectados con el Vector D fue significativamente mayor
en comparacion con el de los transfectados con los Vectores F y G. Las productividades especificas del Vector D
fueron generalmente mas altas que las de los Vectores F y G.

Transfeccién de DG44 y DXB-11 con los Vectores D y F. Células CHO se transfectaron con los Vectores D y F que
expresaban la proteina de fusién Fc-A. Las células DXB11 que crecian en Ex-cell 302 se transfectaron como se
describié anteriormente. DG44, otra linea celular mutante con respecto a DHFR, se cultivd en PowerCHO2 y se
transfectd de la misma manera que las células DXB11. Se compararon grupos de células transfectadas para
determinar su expresion con respecto a Fc-A. Las células se transfectaron utilizando electroporacion, se seleccionaron
para el crecimiento en medios que carecian de hipoxantina y timidina, y después se amplificaron en MTX 150 nM.
Adicionalmente, las células DXB11 se amplificaron en MTX 500 nM y las células DG44 se amplificaron adicionalmente
en MTX 1 uM. A continuacion, grupos de células se sembraron mediante una dilucién 1:5 en medio de crecimiento
complementado con Ex-cell Advanced CHO Feed 1, los dias 3, 6 y 8 se alimentaron con Ex-cell Advanced CHO Feed
1y glucosa. El fluido sobrenadante se recogio el dia 10 y se analiz6 utilizando una columna de proteina A poros como
se describio anteriormente. En las Figuras 5A y Figura 5B se muestra el titulo y la productividad especifica,
respectivamente.

Los grupos de células DXB11 transfectadas con el Vector D expresaron casi el doble de proteina de fusion Fc-A que
los grupos de células transfectadas con el Vector F. Los grupos de células DG44 transfectadas con los Vectores D y
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F expresaron a niveles similares. Sin embargo, los grupos de células transfectadas con el Vector D tenian una
productividad especifica ligeramente superior. La menor productividad especifica de las células DG44 en comparacion
con las células DXB11, implica que las células DG44 son menos sensibles al MTX que las células DXB 11.

El vector D también incluy6 una secuencia lider no traducida en 5' (5'UTR), procedente de la secuencia lider tripartita
(TPL) de adenovirus. Se ha demostrado que la secuencia TPL mejora la expresion de las proteinas en condiciones de
estrés (Logan & Shenk, Adenovirus tripartite leader sequence enhances translation of MRNAs late after infection. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 81(12): 3655-59 (1984)). En estos estudios no se aclara si la secuencia TPL mejora la expresion,
pero otros estudios han demostrado que las secuencias exactas de nucleétidos de la 5'UTR que pueden usarse en
esta posicion, varian siempre que no contengan grandes estructuras secundarias o codones iniciadores antes del
auténtico codon iniciador (Mignone, F. et al., Untranslated regions of mMRNAs. Genome Biology, 3(3):reviews0004.1-
0004.10 (2002)).

Ejemplo 3. Expresién inducible por tetraciclina del inventivo promotor hibrido

En las células que expresan el represor Tet (TetR), la tetraciclina puede utilizarse para regular la expresion de los
promotores que contienen la secuencia del operador Tet (Yao et al.). La introduccion de la secuencia del operador Tet
(TetO) justo en la posicion 3' de la caja TATA, impide la transcripcién de este promotor en presencia del TetR.
Presumiblemente, TetR se une a TetO e impide que los factores de transcripcién interactien con el sitio de inicio de
la transcripcion o interfieran con la formacion del complejo de inicio de la transcripcion (Yao et al). En particular, la
colocacion de las secuencias de TetO es fundamental para determinar si TetR puede modular eficazmente la
transcripcion. (Véase, Yao et al., Tetracycline repressor, tetR, rather than the tetR-mammalian cell transcription factor
fusion derivatives, regulates inducible gene expression in mammalian cells, Hum. Gene Ther. 9(13):1939-50 (1998)).

Yao et al. plantearon la hipotesis de que la colocacion de la secuencia de TetO 10 pb cadena abajo de la secuencia
TATATAA, permitia la uniéon de TetR a la misma superficie que la de la proteina de uniéon a TATA. De acuerdo con
esta hipotesis, Kim et al., descubrieron que la insercién de las secuencias de TetO en la posicion 0 o 15 cadena abajo
de la secuencia TATAAG de la proteina US11 de hCMV, no logré preservar la represion en presencia de TetR. (Véase,
Kim et al., Tetracycline repressor-regulated gene repression in recombinant human cytomegalovirus, J. Virol. 69: 2565-
257 (1995)).

Al afiadir tetraciclina (Tet) al cultivo, ésta se unira a TetR e inhibira la unién con la secuencia de TetO, permitiendo asi
la transcripcion. Para crear un poderoso promotor regulado por Tet basado en la ingeniosa secuencia potenciadora
de mCMV de la invencidn/secuencias intronicas del promotor hibrido del EF 1a de rata, primero se generé un plasmido
que dirigia la expresién de LacZ (proteina beta-galactosidasa), JV56_pJV39 pJV10_pUC57S (abreviado en el
presente documento como "pJV56"; Figura 6). El marco abierto de lectura de LacZ es SEQ ID NO: 12:
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ATGGGGGGTTCTCATCATCATCATCATCATGGTATGGCTAGCATGA
CTGGTGGACAGCAAATGGGTCGGGATCTGTACGACGATGACGATAAGGTACC
TAAGGATCAGCTTGGAGTTGATCCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAA
ACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGC
TGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCA
GCCTGAATGGCGAATGGCGCTTTGCCTGGTTTCCGGCACCAGAAGCGGTGCC
GGAAAGCTGGCTGGAGTGCGATCTTCCTGAGGCCGATACTGTCGTCGTCCCCT
CAAACTGGCAGATGCACGGTTACGATGCGCCCATCTACACCAACGTAACCTA
TCCCATTACGGTCAATCCGCCGTTTGTTCCCACGGAGAATCCGACGGGTTGTT
ACTCGCTCACATTTAATGTTGATGAAAGCTGGCTACAGGAAGGCCAGACGCG
AATTATTTTTGATGGCGTTAACTCGGCGTTTCATCTGTGGTGCAACGGGCGCT
GGGTCGGTTACGGCCAGGACAGTCGTTTGCCGTCTGAATTTGACCTGAGCGCA
TTTTTACGCGCCGGAGAAAACCGCCTCGCGGTGATGGTGCTGCGTTGGAGTG
ACGGCAGTTATCTGGAAGATCAGGATATGTGGCGGATGAGCGGCATTTTCCG
TGACGTCTCGTTGCTGCATAAACCGACTACACAAATCAGCGATTTCCATGTTG
CCACTCGCTTTAATGATGATTTCAGCCGCGCTGTACTGGAGGCTGAAGTTCAG
ATGTGCGGCGAGTTGCGTGACTACCTACGGGTAACAGTTTCTTTATGGCAGGG
TGAAACGCAGGTCGCCAGCGGCACCGCGCCTTTCGGCGGTGAAATTATCGAT
GAGCGTGGTGGTTATGCCGATCGCGTCACACTACGTCTGAACGTCGAAAACC
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CGAAACTGTGGAGCGCCGAAATCCCGAATCTCTATCGTGCGGTGGTTGAACT
GCACACCGCCGACGGCACGCTGATTGAAGCAGAAGCCTGCGATGTCGGTTTC
CGCGAGGTGCGGATTGAAAATGGTCTGCTGCTGCTGAACGGCAAGCCGTTGC
TGATTCGAGGCGTTAACCGTCACGAGCATCATCCTCTGCATGGTCAGGTCATG
GATGAGCAGACGATGGTGCAGGATATCCTGCTGATGAAGCAGAACAACTTTA
ACGCCGTGCGCTGTTCGCATTATCCGAACCATCCGCTGTGGTACACGCTGTGC
GACCGCTACGGCCTGTATGTGGTGGATGAAGCCAATATTGAAACCCACGGCA
TGGTGCCAATGAATCGTCTGACCGATGATCCGCGCTGGCTACCGGCGATGAG
CGAACGCGTAACGCGAATGGTGCAGCGCGATCGTAATCACCCGAGTGTGATC
ATCTGGTCGCTGGGGAATGAATCAGGCCACGGCGCTAATCACGACGCGCTGT
ATCGCTGGATCAAATCTGTCGATCCTTCCCGCCCGGTGCAGTATGAAGGCGGC
GGAGCCGACACCACGGCCACCGATATTATTTGCCCGATGTACGCGCGCGTGG
ATGAAGACCAGCCCTTCCCGGCTGTGCCGAAATGGTCCATCAAAAAATGGCT
TTCGCTACCTGGAGAGACGCGCCCGCTGATCCTTTGCGAATACGCCCACGCG
ATGGGTAACAGTCTTGGCGGTTTCGCTAAATACTGGCAGGCGTTTCGTCAGTA
TCCCCGTTTACAGGGCGGCTTCGTCTGGGACTGGGTGGATCAGTCGCTGATTA
AATATGATGAAAACGGCAACCCGTGGTCGGCTTACGGCGGTGATTTTGGCGA
TACGCCGAACGATCGCCAGTTCTGTATGAACGGTCTGGTCTTTGCCGACCGCA
CGCCGCATCCAGCGCTGACGGAAGCAAAACACCAGCAGCAGTTTTTCCAGTT
CCGTTTATCCGGGCAAACCATCGAAGTGACCAGCGAATACCTGTTCCGTCATA
GCGATAACGAGCTCCTGCACTGGATGGTGGCGCTGGATGGTAAGCCGCTGGC
AAGCGGTGAAGTGCCTCTGGATGTCGCTCCACAAGGTAAACAGTTGATTGAA
CTGCCTGAACTACCGCAGCCGGAGAGCGCCGGGCAACTCTGGCTCACAGTAC
GCGTAGTGCAACCGAACGCGACCGCATGGTCAGAAGCCGGGCACATCAGCGC
CTGGCAGCAGTGGCGTCTGGCGGAAAACCTCAGTGTGACGCTCCCCGCCGCG
TCCCACGCCATCCCGCATCTGACCACCAGCGAAATGGATTTTTGCATCGAGCT
GGGTAATAAGCGTTGGCAATTTAACCGCCAGTCAGGCTTTCTTTCACAGATGT
GGATTGGCGATAAAAAACAACTGCTGACGCCGCTGCGCGATCAGTTCACCCG
TGCACCGCTGGATAACGACATTGGCGTAAGTGAAGCGACCCGCATTGACCCT
AACGCCTGGGTCGAACGCTGGAAGGCGGCGGGCCATTACCAGGCCGAAGCA
GCGTTGTTGCAGTGCACGGCAGATACACTTGCTGATGCGGTGCTGATTACGAC
CGCTCACGCGTGGCAGCATCAGGGGAAAACCTTATTTATCAGCCGGAAAACC
TACCGGATTGATGGTAGTGGTCAAATGGCGATTACCGTTGATGTTGAAGTGGC
GAGCGATACACCGCATCCGGCGCGGATTGGCCTGAACTGCCAGCTGGCGCAG
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GTAGCAGAGCGGGTAAACTGGCTCGGATTAGGGCCGCAAGAAAACTATCCCG
ACCGCCTTACTGCCGCCTGTTTTGACCGCTGGGATCTGCCATTGTCAGACATG
TATACCCCGTACGTCTTCCCGAGCGAAAACGGTCTGCGCTGCGGGACGCGCG
AATTGAATTATGGCCCACACCAGTGGCGCGGCGACTTCCAGTTCAACATCAG
CCGCTACAGTCAACAGCAACTGATGGAAACCAGCCATCGCCATCTGCTGCAC
GCGGAAGAAGGCACATGGCTGAATATCGACGGTTTCCATATGGGGATTGGTG
GCGACGACTCCTGGAGCCCGTCAGTATCGGCGGAGTTCCAGCTGAGCGCCGG
TCGCTACCATTACCAGTTGGTCTGGTGTCAAAAATAA//SEQ ID NO:12.

La idea basica era intercambiar parte de la secuencia del elemento promotor de mCMV (mCMV-P) con el elemento
promotor de CMV humano (hCMV-P) que incluye los sitios de union de TetO responsables de la regulacion por
tetraciclina (Tet). Esta construccion, JV57_JV56_pJV39 pJV10 (abreviada en el presente documento como "pJV57";
Figura 7), incluye el elemento regulador de TetO sensible a tetraciclina para la expresion de LacZ. La Figura 10 muestra
esquematicamente el hCMV-P/TetO insertado en la secuencia promotora de mCMV. Esta insercién reemplaza parte
de la secuencia promotora de mCMV-P con una parte de la secuencia promotora de hCMV-P. Se cred otra
construccion para incorporar cambios que aumentaban la expresion en un promotor de hCMV descrito por Patwardhan
et al. en el contexto de un promotor no regulado (potenciador hibrido de mCMV/promotor de hCMV (parcial)/intron del
EF 1 alfa de rata). (Patwardhan et al., High-resolution analysis of DNA regulatory elements by synthetic saturation
mutagenesis, Nature Biotechnology 27(12):1173-75 (2009)). Esta construccion fue JV59_JV56_pJV39 pJV10
(abreviada en el presente documento como "pJV59"; Figura 8). En ofra construccion, JV60_JV56_pJV39 pJV10
(abreviada en el presente documento como "pJV60"; Figura 9), las secuencias de TetO de pJV57 se cambiaron para
emparejarse con las secuencias que aumentaban la expresion alrededor del sitio de inicio de la transcripcion en el
estudio de Patwardhan et al. (véanse las Figuras 9y 12).

La Figura 11 muestra la secuencia de ADN de hCMV-P/TetO que se utilizd para reemplazar las secuencias promotoras
de mCMV (mCMVP). Las flechas indican sitios de unién de TetR palindromicos. Las secuencias promotoras de mCMV-
P y hCMV-P mostradas, son las secuencias desde la caja TATA hasta el sitio de inicio de la transcripcion. El inicio de
la transcripcion es el resto g en la secuencia taccg en la posicion 3'. Hay que tener en cuenta que la secuencia de
TetO ciertamente impacta en el sitio de inicio de la transcripcion, ya que normalmente el sitio de inicio de la
transcripcion esta ~ 30 bases en 3' con respecto a T en 5' de la caja TATA.

Para comprobar el nivel de expresion proteico se expreso la beta-galactosidasa a partir de varias construcciones. Esta
secuencia sustituta insertada, que incluia elemento potenciador de muCMV (mCMV-E)/promotor de huCMV
(parcial)/TetO/intrén del EF 1 alfa de rata, estaba en efecto regulada por tetraciclina en el medio (Véase, por ejemplo,
la Figura 14, pJV57 +/- Tet). Por otro lado, la construccion pJV57 produjo aproximadamente 10 veces mas proteina
recombinante que un control de CMV humano TetO (pcDNA5/TO/lacZ; Thermo Fisher Scientific), cuando habia Tet
en el medio, pero aproximadamente 3,5 veces menos beta-galactosidasa en ausencia de tetraciclina, como se muestra
en la Figura 14. Células CHO T-Rex, que llevaban el promotor hibrido potenciador de muCMV/intron del EF 1 alfa de
rata en pJV56, en ausencia de una secuencia de TetO dentro del segmento CMV-P de la secuencia potenciadora de
mCMV, también expresaron aproximadamente 10 veces mas proteina que el control de CMV humano/TetO
(pcDNA5/TO/lacZ), independientemente de si habia tetraciclina en el medio.

Materiales y métodos.

Células CHO T-REx™. La linea celular CHO T-REx (Thermo Fisher Scientific, nimero de producto R71807) se cultivd
en medio F12 de Ham + glutamina + Blast 10 pg/ml, siguiendo el protocolo del fabricante. Las células CHO T-REx se
sometieron a electroporacion utilizando el método de electroporacion de larga duracion (LDE, siglas del inglés long
duration electroporation) descrito por Bodwell et al. (Bodwell et al., Long Duration Electroporation for Achieving High
Level Expression of Glucocorticoid Receptors in Mammalian Cell Lines, J. Steroid Biochem. Molec. Biol. 68:77-82
(1999)), con varias construcciones pJV56, pJV57, pJV59 y pJV60, que expresan la proteina beta-galactosidasa, como
se muestra en la Figuras 6, 7, 8 y 9, respectivamente. Se permitié que las células transfectadas se recuperasen durante
24 horas y después se trataron durante 24 horas con o sin tetraciclina 1 pg/ml. Las células se sometieron a lisis y la
actividad beta-galactosidasa se analizé usando un kit de ensayo de 3-Gal siguiendo el protocolo del fabricante (Thermo
Fisher Scientific, nUmero de producto K1455-01). Resumiendo, los lisados se diluyeron 10 veces y para determinar la
concentracion de proteinas del lisado, se analizaron alicuotas de 10 p utilizando un kit de ensayo de proteinas BCA
(Thermo Fisher Scientific, nimero de producto 23227). Los lisados se diluyeron 100 veces y para determinar la
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actividad beta-galactosidasa se analizaron alicuotas de 10 p. Todas las muestras se transfectaron al menos por
duplicado. La actividad beta-galactosidasa especifica se normalizé a la cantidad de proteina analizada y la actividad
de fondo de las células transfectadas de forma simulada se resté de las muestras transfectadas. Los resultados se
representaron graficamente mostrando la desviacion estandar (Figura 14).

Células CHO-K1/TetR. En experimentos distintos, el represor de tetraciclina (TetR) se subcloné a través de Genscript®
(Piscataway, NJ) en el vector de expresion pcDNA3.1 + para producir el vector pJV40_pcDNA3.1+tetR (abreviado en
el presente documento como "pJV40"; Figura 15). Las células CHO-K1 se cultivaron de la manera habitual en medio
CHO sin suero, PowerCHO™ 2 quimicamente definido (Lonza, numero de producto BE12-771Q) y las células se
sometieron a electroporacion utilizando el método de LDE, como se ha descrito anteriormente para pJV40. Los grupos
de células transfectadas se seleccionaron durante 10 dias en PowerCHO™ 2 + G418 600 pg/ml (Gibco, numero de
producto 10131027). A continuacion, las células se diluyeron en serie y se sembraron en microplacas de 96 pocillos
(Corning® CellBIND® 96 Well, nimero de producto 3340) a 0,75 células por pocillo en medio de clonacién (medio sin
suero EX-CELL® 302 para células CHO; Sigma-Aldrich, nimero de producto 14326C SIGMA) + medio acondicionado
al 15 % en presencia de G418). Las poblaciones clonales se identificaron después de 11-12 dias y se transfirieron a
placas de 12 pocillos en medios de clonacién 50/50/medio PowerCHO™ 2 durante 3-4 dias mas. Finalmente, los
clones se cambiaron y se cultivaron en una placa profunda de 24 pocillos (VWR, nimero de producto P-DW-10ML-
24-CS) con agitacion constante (220 rpm) en medio PowerCHO™ 2 + G418 600 pg/ml.

Para explorar clones que expresaran altos niveles de TetR, los clones CHO-K1/TetR se transfectaron con pJV57
utilizando el kit de transfeccion ExpiFectamine™ CHO (Thermo Fisher Scientific, nimero de producto A29130)
siguiendo el protocolo del fabricante. De los clones de TetR+ con alta expresion, se eligieron algunos clones
posteriormente para ser transfectados con el vector pJV56, pJV57, pJV59 o pJV60, utilizando el kit de transfeccion
ExpiFectamine™ CHO (Thermo Fisher Scientific, nimero de producto A29130), nuevamente transfectados siguiendo
el protocolo del fabricante. Se permitié que los clones transfectados se recuperasen durante 24 horas y después se
trataron con tetraciclina 1 pg/ml durante 24 horas. Para medir la expresion del producto proteico LacZ, las células se
sometieron a lisis y la actividad beta-galactosidasa se analizé utilizando un kit de ensayo de (3-Gal siguiendo el
protocolo del fabricante (Thermo Fisher Scientific, nUmero de producto K1455-01).

Resumiendo, los lisados se diluyeron 10 veces y para determinar la concentracion de proteinas del lisado, se
analizaron alicuotas de 10 p utilizando un kit de ensayo de proteinas BCA (Thermo Fisher Scientific, nimero de
producto 23227). Para determinar la actividad beta-galactosidasa, se analizaron diez (10) pl de lisado no diluido. Todas
las muestras se transfectaron al menos por duplicado. La actividad beta-galactosidasa especifica se normalizé a la
cantidad de proteina analizada y la actividad de fondo de las células transfectadas de forma simulada se rest6 de las
muestras transfectadas. Los resultados se representaron graficamente mostrando la desviacion estandar (véanse, por
ejemplo, las Figuras 16, 17 y 18). Las Figuras 16 (clon 3E7), 17 (clon 3F9) y 18 (clon 4G2) muestran resultados
representativos de los clones CHO-K1/TetR transfectados con diversas construcciones (pJV56,

pJV57, pdV59 y pJV60) que expresan la proteina beta-galactosidasa (o transfectados con control positivo:
pcDNAS5/TO/lacZ; Thermo Fisher Scientific, nimero de producto V1033-20). Como se ha indicado anteriormente, las
células se transfectaron con pJV57 utilizando el kit de transfeccion ExpiFectamine™ CHO (Thermo Fisher Scientific,
numero de producto A29130) siguiendo el protocolo del fabricante. Se permitié que los clones transfectados se
recuperasen durante 24 horas y después se trataron con tetraciclina 1 pg/ml durante 24 horas. Las células se
sometieron a lisis y la actividad beta-galactosidasa se analizé utilizando un kit de ensayo de (3-Gal siguiendo el
protocolo del fabricante (Thermo Fisher Scientific, nimero de producto K1455-01). Resumiendo, los lisados se
diluyeron 10 veces y para determinar la concentracion de proteinas del lisado, se analizaron alicuotas de 10 p
utilizando un kit de ensayo de proteinas BCA (Thermo Fisher Scientific, numero de producto 23227). Para determinar
la actividad beta-galactosidasa, se analizaron diez (10) pl de lisado no diluido. Todas las muestras se transfectaron al
menos por duplicado. La actividad beta-galactosidasa especifica se normalizé a la cantidad de proteina analizada y la
actividad de fondo de las células transfectadas de forma simulada se rest6 de las muestras transfectadas. La actividad
beta-galactosidasa especifica se normalizé a la cantidad de proteina analizada y la actividad de fondo de las células
transfectadas de forma simulada se resté de las muestras transfectadas. Los resultados se representaron graficamente
mostrando la desviacion estandar.

Resultados.

Células CHO T-REx™. En experimentos con células CHO T-REx (Thermo Fisher Scientific), una linea celular
comercial que expresa de manera estable TetR, se midié la actividad beta-galactosidasa (beta-gal) como una lectura
para probar la capacidad de la tetraciclina (Tet) para regular la construccion pJV57. Como se muestra en la Figura 14,
la construccién pJV57 tenia una expresion equivalente a la construccion pJV56 cuando se inducia debido a la
presencia de tetraciclina (+Tet). Ademas, la construccion pJV57 tenia una expresion aproximadamente 10 veces
mayor de LacZ en presencia de tetraciclina (+Tet) en comparacion con pcDNA5/TO/lacZ, un vector que muestra una
expresion contundente regulada por tetraciclina. La construccion pJV57 también mostré una expresion regulada 3,5
veces por tetraciclina, una observacion clave que demuestra que es un promotor poderosamente regulado. El factor
de diferencia en la regulacion de Tet para el control positivo pcDNA5/TO/lacZ no se incluy6 en la Figura 14, debido a
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la baja relacion de la sefial con respecto al ruido entre pcDNA5/TO/lacZ no inducido y el fondo, dando como resultado
una actividad beta-gal especifica negativa en el control.

En un intento por mejorar aun mas la construccion pJV57, se planted la hipétesis de que las secuencias de TetO
podrian reducir la expresion de pJV57, ya que estudios anteriores demostraron que los cambios alrededor del sitio de
inicio de la transcripcion reducian la expresion del promotor de hCMV (Patwardhan et al., High-resolution analysis of
DNA regulatory elements by synthetic saturation mutagenesis, Nat Biotechnol. 27(12): 1173-1175 (2009)). Las
secuencias de TetO en pJV57 se cambiaron para emparejarse con las secuencias que aumentaban la expresion
alrededor del sitio de inicio de la transcripcion en el estudio de Patwardhan et al. (pJV60, Figuras 9 y 12). Por otro
lado, estos cambios se disefiaron para mantener la unién de TetR de alta afinidad (la afinidad de diferentes mutaciones
de TetO se describe en Sizemore et al. y se revisa en Hillen y Berens). (Véase, Sizemore et al., Quantitative analysis
of Tn10 Tet repressor binding to a complete set of tet operator mutants, Nucleic Acids Research 18 (10) 2875-2880
(1990); Hillen y Berens, Mechanisms underlying expression of Tn10 encoded tetracycline resistance, Ann. Rev. Micro.
48:345-369 (1994)). Sin embargo, esta construccion optimizada, pJV60, no pareci6 aumentar la expresion en
comparacion con pJV57 en células CHO T-REx (Figura 14). Se mantuvo la expresion regulada por tetraciclina, aunque
posiblemente la regulacién era ligeramente inferior (2,68 veces en comparacion con 3,50 veces (Figura 14).

Las secuencias optimizadas del promotor de hCMV (hCMV-P) sustituyeron a las secuencias del promotor de mCMV
(mCMV-P) en el promotor hibrido secuencia potenciadora de mCMV/intron del EF 1 a de rata de la invencioén (véase
la comparacion de secuencias en la Figura 13). Los cambios incorporados en pJV59 no parecieron aumentar la
expresion en relacion con pJV56 (Figura 14). Por tanto, se llegd a la conclusion de que en las células CHO T-REXx, los
cambios alrededor del sitio de inicio de la transcripcion tienen poco o ninguin impacto sobre la expresion, en el contexto
del poderoso promotor de secuencia potenciadora de mCMV/intrén del EF 1 alfa de rata.

Células CHO-K1/TetR. En experimentos distintos, se generd una linea celular CHO-K1 que expresaba TetR de manera
estable mediante la transfeccion de pJV40 (véase la Figura 15) que tiene el gen TetR subclonado en el vector
pcDNAS3.1+. Los grupos de CHO-K1 resistentes a geneticina se diluyeron en serie para obtener colonias unicelulares
y se exploraron para que tuvieran una alta expresion de TetR, es decir, represion de mas del doble de LacZ en ausencia
de Tet (datos no mostrados). Se seleccionaron tres clones para un analisis adicional, como se muestra
respectivamente en las Figuras 16, 17 y 18, denominados en el presente documento clones CHO-K1/TetR. Los clones
se transfectaron transitoriamente con pcDNA5/TO/lacZ como control, y los vectores de expresion de la presente
invencion, es decir, los vectores pJV56, pJV57, pJV59 y pJV60, como se ha descrito anteriormente, para determinar
la eficacia de un elemento promotor regulado por Tet, basandose en las secuencias del promotor hibrido secuencia
potenciadora de mCMV/secuencias intronicas del EF 1 alfa de rata, utilizando células generadas internamente que
expresaban TetR.

Como se muestra en las Figuras 16, 17 y 18, en dos de los 3 clones CHO-K1/TetR, la construccion pJV56 mostré una
expresion de LacZ de 2 a 3 veces mayor en comparacion con pcDNA5/TO/lacZ en presencia de tetraciclina (+Tet). La
adicién de secuencias de hCMV-P/TetO en pJV57 permitid a la tetraciclina regular la expresion de la proteina hasta
un nivel de potenciacion de 3,24-, 9,30- y 3,15 veces la expresion de LacZ en presencia de tetraciclina (+Tet), en
comparacion con (-Tet) (véase, pJV57, en las Figuras 16, 17 y 18 respectivamente), aunque el nivel de expresion fue
variable dependiendo del clon estudiado. Esta es una comparacién con pJV56, que no incluia las secuencias de hCMV-
P/TetO (1,27-, 0,95-, 1,19 veces de diferencia entre los tratamientos con tetraciclina (+Tet) y sin tetraciclina (-Tet),
como se muestra en las Figuras 16, 17 y 18, respectivamente).

De manera interesante, la expresion total de LacZ aumentd en los tres clones CHO-K1/TetR transfectados con pJV59,
aunque, como era de esperar, no hubo esencialmente ninguna regulacion de la expresion sensible a la tetraciclina
(comparacion con *Tet: diferencia de 0,99-, 1,06-, 1,00 veces), como se muestra en las Figuras 16, 17 y 18, en
consonancia con nuestra hipétesis de que la expresion proteica puede aumentar optimizando las secuencias que
rodean el sitio de inicio de la transcripcion (véase, Patwardhan et al.). Sin embargo, la adicion de sitios TetO que se
mutaron para mantener la unién de TetR (pJV60) - en el contexto del promotor optimizado - mostré una expresion de
LacZ disminuida (Figuras 16 y 17) o sin cambios (Figura 18) en comparacién con pJV59. No obstante, la expresion de
LacZ aumentd en los tres clones portadores de pJV60 en comparacion con pJV57, en presencia de tetraciclina (2,31-
, 2,82 y 1,56 veces mayor expresion en comparacion con su control no tratado con Tet; Figuras 16, 17 y 18,
respectivamente). Esto sugiere que la mutacion de las secuencias de TetO afectaba adversamente a la union de TetR,
como se observa por una mayor expresion de LacZ basal en todos los clones en ausencia de Tet y un factor de
induccion mas bajo después de la adicion de +Tet.

En general, todas las construcciones pJV56, pJV57, pJV59 y pJV60 en células CHO/TetR, demostraron un aumento
de la expresion de LacZ en comparacion con células CHO que se expresaban a partir de pcDNA5/TO/lacZ (es decir,
controles positivos) en presencia de tetraciclina, y las células CHO que llevaban el inventivo promotor hibrido con
secuencias de hCMV-P/TetO, tenian expresion de beta-galactosidasa regulada positivamente por tetraciclina
(diferencias de 1,56 a 9,30 veces), en comparacion con (-Tet), como se muestra en las Figuras 16, 17 y 18. Cabe
sefialar que el método de transfeccion es diferente entre las células CHO T-REx-(adherentes) y las células CHO-
K1/TetR (suspension celular en medio acuoso liquido), y que la eficiencia de la transfeccion puede explicar las

33



ES 2823173 T3

diferencias observadas en los niveles generales de actividad beta-galactosidasa especifica.
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gt caacagga
ttttgcecag
cgt at actga
ggt gaat caa
ttgggttttg
t ggcacgt ac
aacgccat gt
ctttaaacgg
cgt caat ggg
ttccatattg
accagcgt cg
agt ggcggot
t gat at gcga
gt gcgogggy
tt gaggect a
tccttgetge
cactcttaag

t ggggccecge

gctttccgaa

gcacggtctg

gcceggeacce
t caaaat gga
gagggecttg
gt cacct cgg
ttggagtttg
attcttggaa
t caaaggt at
ttccagt act

cct gagcgag

<210> 2
<211>616
<212> ADN

aagttccatt
t acat aaggt
gt cat t aggg
caggaaagt ¢
cccagt acaa
at aaggt caa
actttcccac
tactttccca
aagt gaaagg
gcacgcattc
gt accgt acc
gtggettceg
gtgtcgtccg
t gagagt gcg
gcgtgotgtce
cctcgattge
gagcccat ga
ccgect tcgg
gcaat cgggce

gcct ggeggt

agttgcttge
ggacgcggca
ccect cgeeg
gettctettg
ttcacatttg
tttgcceett
tttctaaacc

ctt ggat cgg

tccgcat cga

<213> Secuencia artificial
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ggagccaagt
caat gggagg
actttccaat
ccat t ggagc
aaggt caat a
t agggot gag
catt gacgtc
tagctgatta
gcagccaaaa
tattggcetga
tcttcecgeat
cgggeeecgg
cagggtttag
aggcct ageg
cgeecgeegeg
cttccagcag
agcttacgtt
agcacatgtc
gtgagtttag
gcegegttece

gcggaaagat
gceeggt gga
gceget get t
agcaccgct ¢
ot gogt ggag
t gagtttgga
cgtttccage
aaacccgt cg

ccggat cgga

acatt gagtc
t aagccaatg
gggttttgece
caagt acact
0ggggt gagt
tcattgggtt
aat gggct at
at gggaaagt
cgt aacaccg
gct gegt t ct
cgetgtetge
agct ggagcec
ct gt gagcat
gcaaccccgt
t gccact ccg
cat gggct aa
ggat aggaat
cgacgccacc
cct acct ggg

cttgcctccc

ggecgcet cee
gcgggegagt
cct gt gacce
gt cgcggegg
act agt cagg
gcgaggcet aa
tcgcggttga
gcct ccgaac

aaacctc

35

aat agggact
ggtttttcce
cagt acat aa
gagt caat ag
caat gggt t t
tttccagcca
t gaaact aat
accgttctcg
cceeggt ttt
acgt gggt at
gagggccage
ctgctctgag
tcccacttcg
agcct cgect
gcegeact at
caaagggagg
ggaagggcag

t ggat ggggce
ccat gt ggcc

aacaagggt g

ggggccct gt

gagt caccca
cgt ggt ct at
0999agggga
ccagect gge
ttctcaagec
ggacaaact ¢

ggt act ccge

ttccaat ggg
attact ggca
ggt caat agg
ggactttcca
ttcccattat
atttaattaa
gcaacgt gac
agccaat aca
ccect ggaaa
aagaggcgcg
tgttggogtg
€gggccgggce
agt ggcgggce
cgt gt ccgge
gegttttttg
ot gt ggggct
gaggggcgac
gaggcctgtg
ct agcact gg

aggccgt ccc

t gcaaggagc
cacaaaggaa
cggccgeat a
t ct aat ggcg
gct ggaagt ¢
tctt agcggt
ttcgeggt ct

caccgaggga

60
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<223> / observacién= "Descripcion de la secuencia artificial: Polinucledétido sintético”

<400> 2

gt caacagga
ttttgcccag
cgt at act ga
ggt gaat caa
ttgggttttg
t ggcacgt ac
aacgccat gt
ctttaaacgg
cgt caat ggg
ttccatattg

accagcgt cg

<210> 3
<211> 41
<212> ADN

aagttccatt
t acat aaggt
gt cat t aggg
caggaaagt ¢
cccagt acaa
at aaggt caa
actttcccac
tactttccca
aagt gaaagg
gcacgcattc

gt accg

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

ggagccaagt
caat gggagg
actttccaat
ccat t ggagc
aaggt caat a
t agggot gag
catt gacgtc
tagctgatta
gcagccaaaa

tattggctga

acatt gagtc
t aagccaatg
gggttttgece
caagt acact
0ggggt gagt
tcattgggtt
aat gggct at
at gggaaagt
cgt aacaccg

gct gegt tct

aat agggact
ggtttttcce
cagt acat aa
gagt caat ag
caat gggt tt
tttccageca
t gaaact aat
accgttctcg

cccecggtttt
acgt gggt at

tt ccaat ggg
attact ggca
ggt caat agg
ggactttcca
ttcccatt at
atttaattaa
gcaacgt gac
agccaat aca

cccct ggaaa

aagaggcgceg

<223> / observacion= "Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético”

<400> 3

tacctcttccgcatcgctgtctgcgagggcecagcetgttggg

<210> 4
<211>932
<212> ADN

<213> Rattus norvegicus

<400> 4
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gt gagt ggcg ggt gt ggett ccgegggece cggaget gga gecct get et gagegggeceg 60
ggct gat at g cgagt gt cgt ccgcagggtt tagcetgtgag cattcccact tcgagtggeg 120
ggcgot gcgg ggot gagagt gcgaggect a gecggcaaccc cgt agectcg cctegtgtec 180
ggct t gagge ctagegt ggt gt ccgeegee gegtgecact ccggecgecac tatgegtttt 240
ttgtccttge tgecectcgat tgecttccag cagecat ggge taacaaaggg agggt gt ggg 300
gctcactctt aaggagccca tgaagettac gttggatagg aat ggaaggg caggagggge 360
gact ggggcc cgcecgectt cggagcacat gtccgacgec acct ggat gg ggcgaggcect 420
gtggctttcc gaagcaatcg ggcgtgagtt tagcctacct gggecatgtg gecctageac 480
t gggcacggt ctggectgge ggt gccgegt tcccttgeet cccaacaagg gt gaggecgt 540
cccgececgge accagttget tgcgcggaaa gat ggccget cccggggecce tgttgcaagg 600
agct caaaat ggaggacgcg gcagcccggt ggagcgggceg ggt gagt cac ccacacaaag 660
gaagagggcc ttgeccctcg cecggecgetg cttcctgtga cecegtggtce tatcggecge 720
at agt cacct cgggcttctc ttgagcaccg ctcgtcgegg cggggggagg ggat ct aat g 780
gegttggagt ttgttcacat ttggtgggtg gagact agt ¢ aggccagect ggeget ggaa 840
gtcattcttg gaatttgeccc ctttgagttt ggagcgagge taattctcaa gectcttage 900
ggttcaaagg tattttctaa acccgtttcc ag 932
<210>5

<211> 128

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> / observacion= "Descripcion de la secuencia artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 5

ctcgeggttg aggacaaact cttcgeggtc tttccagtac tcttggatcg gaaacccegtce 60
ggcctccgaa cggt actccg ccaccgaggg acct gagcga gt ccgeat cg accggat cgg 120
aaaacctc 128
<210>6

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

ES 2823173 T3

<223> / observacion= "Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético”

<400> 6

aaaaacacgattgctcgagagttgccacccatcatg

<210>7
<211> 66

37

36
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> / observacion= "Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético”

<400> 7

at ggacat ga gggt gcccge tcagcetcct g ggget cct ge tget gt gget gagaggt gcg
cgct gt

<210> 8

<211> 22

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> / observacién= "Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 8

Met Asp Met Arg Val Pro Ala G n Leu Leu Ay Leu Leu Leu Leu Trp
1 5 10 15

Leu Arg Gy Ala Arg Cys
20

<210>9

<211> 69

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> / observacion= "Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético"

<400> 9

t at at aagca gagctctccc tatcagtgat agagatctcc ctatcagtga tagagatcgt

cgacgagct

<210>10
<211>9
<212> ADN
<213> Mus sp.

<400> 10
cagcgtcgg 9

<210> 11

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
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<223> / observacion= "Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético”

<400> 11
ggcgecgecace

<210> 12
<211> 3171
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

12

<223> / observaciéon= "Descripcion de la secuencia artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 12

at gggggat t

at gggt cggg
ccegtegttt

gcagcacat ¢
t cccaacagt
gcggt gccgg
t caaact ggc
acggt caatc
aatgttgatg
tcggegtttce
ccgt ct gaat
gtgct gegt t
attttccgtg
gccact cget
ggcgagt t gc
gccageggea
cgegt cacac
ctctategtg
tgcgatgtcg
ccgttgetga
gat gagcaga
cgetgttecge
tat gt ggt gg
gat gat ccgc

ctcatcatca
atctgtacga
t acaacgt cg
ccectttege
t gcgcagecet
aaagct ggct
agat gcacgg
cgecgtttgt
aaagct ggct
atctgtggtg
tt gacct gag
ggagt gacgg
acgtctcgtt
ttaat gat ga
gt gact acct
ccgegect tt
t acgt ct gaa
cggt ggttga
gtttccgega
t t cgaggegt
cgat ggt gca
attatccgaa
at gaagccaa

gct ggct ace

t cat cat cat
cgat gacgat
t gact gggaa
cagct ggegt
gaat ggcgaa
ggagt gcgat
ttacgat gcg
t cccacggag
acaggaaggc
caacgggcgc
cgcattttta
cagttatctg
gct gcat aaa
tttcagcege
acgggt aaca
cggcggt gaa
cgt cgaaaac
act gcacacc
ggt gcggat t
t aaccgt cac
ggat atcctg
ccatccgetg

t att gaaacc

ggcgat gagc

ggt at ggct a

aaggt acct a
aaccct ggcg
aat agcgaag
tggcgetttg
cttcctgagg
cccatct aca
aat ccgacgg
cagacgcgaa
t gggt cggt t
cgcgecggag
gaagat cagg
ccgact acac
gct gt act gg
gtttctttat
attatcgatg
ccgaaact gt
gccgacggea
gaaaat ggt ¢
gagcat catc
ct gat gaagc
t ggt acacgc
cacggcat gg

gaacgcgt aa

39

gcat gact gg
aggat cagct

ttacccaact
aggcccgeac
cctggtttee
ccgat act gt
ccaacgt aac
gttgttactc
ttatttttga
acggccagga
aaaaccgcct
at at gt ggcg
aaat cagcga
aggct gaagt
ggcagggt ga
agcgt got gg
ggagcgecga
cgctgattga
t gct get get
ctctgcatgg
agaacaact t
t gt gcgaccg

t gccaat gaa

cgcgaat ggt

t ggacagcaa
t ggagt t gat
t aat cgect t
cgat cgeccet
ggcaccagaa
cgt cgt ccee
ctatcccatt
gctcacattt
t ggcgt t aac
cagtcgtttg
cgeggt gat g
gat gagcggce
tttccatgtt
t cagat gt gc
aacgcaggt c
ttat gccgat
aat cccgaat
agcagaagcc
gaacggcaag
t caggtcatg
t aacgcegt g
ct acggectg
t cgt ct gacc

gcagcgcgat

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

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440



10

cgt aat cacc
cacgacgcgce
ggcggcggag
gaagaccagc
ggagagacgc
ggtttcgeta
t gggact ggg
t acggcggt g
tttgccgacce
cagttccgtt
gat aacgagc
gtgcctctgg
ccggagageg
t ggt cagaag
gt gacgct cc
t gcat cgagce
atgtggattg
ccgct ggat a
gaacgct gga
gat acacttg
accttattta
gttgatgttg
ct ggcgeagg
gaccgectta
ccgt acgt ct
ccacaccagt
at ggaaacca
ggtttccata
cagct gageg
<210> 13

<211> 14
<212> ADN

cgagt gt gat
tgtatcgetg
ccgacaccac
ccttceegge
gcccget gat
aat act ggca
t ggat cagt ¢
attttggcga
gcacgccgea
t at ccgggca
tcctgcactg
atgtcgct cc
ccgggcaact
ccgggcacat
ccgeegegt ¢
t gggt aat aa
gcgat aaaaa
acgacatt gg
aggcggcggg
ct gat gcggt
t cagccggaa
aagt ggcgag
t agcagagcg
ctgcegectg
t cccgagega
ggcgeggega
gccat cgecca

tggggattgg
ccggt cgct a

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
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catctggtcg
gat caaat ct
ggccaccgat
t gt gccgaaa
cctttgegaa
ggegtttegt
gct gatt aaa
t acgccgaac
t ccageget g
aaccat cgaa
gat ggt ggcg
acaaggt aaa
ct ggct caca
cagcgcect gg
ccacgccat ¢
gcgt t ggcaa
acaactgctg
cgt aagt gaa
ccattaccag
gctgattacg
aacct accgg
cgat acaccg
ggt aaact gg
ttttgaccge
aaacggtctg
cttccagttc
tct gct gcac
t ggcgacgac

ccattaccag

ct ggggaat g
gtcgatcctt
attatttgec
t ggt ccatca
t acgcccacg
cagtatcccc
t at gat gaaa
gat cgccagt
acggaagcaa
gt gaccagcg
ctggat ggt a
cagttgattg
gt acgegt ag
cagcagt ggc
ccgcatctga
tttaaccgcc
acgccgcet ge
gcgacccgcea
gccgaagceag
accgct cacg
attgatggta
cat ccggege
ctcggattag
t gggat ct gc
cgct gcggga
aacatcagcc
gcggaagaag
tcctggagcc

aat caggcca
cccgeceggt
cgat gt acgc
aaaaat ggct
cgat gggt aa
gtttacaggg

acggcaaccc
tct gt at gaa
aacaccagca
aat acctgtt
agccget gge
aact gcct ga
t gcaaccgaa
ot ct ggcgga
ccaccagcga
agt caggcet t
gcgat cagt t
ttgaccct aa
cgttgttgea
cgt ggcagca
gt ggt caaat
ggat t ggcct
ggccgcaaga
cattgtcaga
cgcgegaat t
gct acagt ca
gcacat ggct

cgtcagtatc

cggcgct aat
gcagt at gaa
gcgcegt ggat
ttcget acct
cagt ct t ggc
cggcttegte
ot got cggct
cggtctggtc
gcagtttttc
ccgt cat age
aagcggt gaa
act accgcag
cgcgaccgea
aaacct cagt
aatggatttt
tctttcacag
cacccgt gca
cgect gggt ¢
gt gcacggca
t caggggaaa
ggcgat t acc
gaact gccag
aaact at ccc
cat gt at acc
gaat t at ggc
acagcaact g

gaat at cgac

ggcggagttc

ttggtctggt gtcaaaaata a

<223> / observacion= "Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético”
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<400> 13
geggeegegetage 14

<210> 14

<211> 222

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> / observacién= "Descripcion de la secuencia artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 14

cacacat cat aagatacatt gatgagtttg gacaaaccac aactagaatg cagt gaaaaa
aatgctttat ttgtgaaatt tgtgatgcta ttgctttatt tgtaaccatt ataagctgca
at aaacaagt taacaacaac aattgcattc attttatgtt tcaggttcag ggggagat gt

gggaggtttt ttaaagcaag taaaacctct acaaatgtgg ta

<210> 15

<211>102

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> / observacién= "Descripcion de la secuencia artificial: Polinucledtido sintético”

<400> 15

gttctacgtg ggt at at aag cagagctctc cctat cagt g at agagatct ccct at cagt

gat agagat ¢ gt cgacgagc tcagcgtcgg taccgtacct ct

<210> 16

<211> 48

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> / observacion= "Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético”

<400> 16
gttctacgtgggtataagaggcgcgaccagcgtcggtaccgtacctct 48

<210> 17

<211> 56

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> / observacion= "Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético "

<400> 17
tatataagcagagctctccctatcagtgatagagatctccctatcagtgatagaga 56
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<210> 18

<211> 56

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> / observacion= "Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético"

<400> 18
tatataagcagagctctccctatcagtgatcagttcctcectatcagtgatagaga 56

<210> 19

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> / observacion= "Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético"

<400> 19
tataagaggcgcgaccagcgtcggtaccgtacctct 36

<210> 20

<211> 59

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> / observacion= "Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético"

<400> 20
tatataagcagagctcgtttagtgaaccgtcagttcgtctctagacgccaaccgcectct 59

<210> 21

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> / observacion= "Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético"

<400> 21
tataagaggcgcgaccagcgtcggtaccg 29

<210> 22

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> / observacion= "Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético"

<400> 22
tatataagcagagcagcgtcggtaccg 27

<210> 23

<211> 56

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

42
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<220>
<221> fuente
<223> / observacion= "Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético"

<400> 23
ctctcectatcagtgatagagatctcecctatcagtgatagagatcgtcgacgagcet 56

<210> 24

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> / observacion= "Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético"

<400> 24
tatataagcagagct 15

<210> 25

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> |/ observacion= "Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético"

<400> 25
cagcgtcggtaccg 14

<210> 26

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> / observacion= "Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético"

<400> 26
tataagaggcgcgac 15

<210> 27

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> / observacion= "Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético"

<400> 27
gttctacgtggg 12

<210> 28

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> / observacion= "Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético"

<400> 28
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tataagaggcgcgaccagcgtcggtaccg 29

<210> 29

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> / observacion= "Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético"

<400> 29
tccctatcagtgatagagatctccctatcagtgatagaga 40

<210> 30

<211> 1771

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> / observaciéon= "Descripcion de la secuencia artificial: Polinucledétido sintético”

<400> 30

44



gt caacagga
ttttgcecag
cgt at actga
ggt gaat caa
ttgggttttg
t ggcacgt ac
aacgccat gt
ctttaaacgg
cgt caat ggg
ttccatattg

ctctccct at

gt cggt accg

gggt gt ggct
gcgagt gt cg
g9ggt gagag
cct agegt gg
ctgcect cga
t aaggagccc
ccgeecgecet
cgaagcaat ¢
t ct ggcet gg
caccagttgc
t ggaggacgc
cttgececte
t cgggcet t ct
tttgttcaca
ggaatttgecc
gtattttcta
tactcttgga
cgagt ccgeca
<210> 31

<211> 1740
<212> ADN

aagttccatt
t acat aaggt
gt cat t aggg
caggaaagt ¢
cccagt acaa
at aaggt caa
actttcccac
tactttccca
aagt gaaagg
gcacgcattc
cagt gat aga

tacctcttcc

t ccgegggece
t ccgcagggt
t gcgaggecet
t gt ccgecge
ttgccttcca
atgaagctta
t cggagcaca
gggcgt gagt
cggt gecegeg
tt gcgcggaa
ggcagccecgg
gccggecgcet
ctt gagcacc
tttggtgggt
cctttgagtt
aacccgtttc
t cggaaaccc

t cgaccggat

<213> Secuencia artificial

ES 2823173 T3

ggagccaagt
caat gggagg
actttccaat
ccat t ggagc
aaggt caat a
t aggggt gag
catt gacgtc
tagctgatta
gcagccaaaa
tattggcetga
gat ctccct a

gcat cgct gt

ccggaget gg
ttagcet gt ga
agcggcaacc
cgegt gecac
gcagcat ggg
cgtt ggat ag
t gt ccgacge
ttagcct ace
ttceettgee
agat ggccgce
t ggagcgggce
gcttectgtyg
gct cgt cgeg
ggagact agt
t ggagcgagg
cagct cgegg
gt cggect cc

cggaaaacct

acatt gagtc
t aagccaatg
gggttttgece
caagt acact
g9gggt gagt
tcattgggtt
aat gggct at
at gggaaagt
cgt aacaccg
gct gegt t ct
t cagt gat ag
ct gcgaggge

agccctgetce
gcattcccac
ccgt agect ¢
t ccggecgea
ct aacaaagg

gaat ggaagg
cacct ggatg

t gggccat gt
t cccaacaag
t cccggggece
gggt gagt ca
accccgt ggt
gcggggggag
caggccagec
ctaattctca
tt gaggacaa
gaacggt act

c

45

aat agggact
ggtttttcce
cagt acat aa
gagt caat ag
caat gggt tt
tttccageca
t gaaact aat
accgttctcg
ccceggtttt
acgt gggt at
agat cgt cga
cagctgttgg

t gagcgggece
tt cgagt ggc
gectegtgte
ctatgcgttt
gagogt gt gg
gcaggaggogg
gggcgaggcec
ggccct agea
ggt gaggccg
ctgttgcaag
cccacacaaa
ct at cggeeg
gggat ct aat
t ggcgcet gga
agcctcttag
actcttcgeg

ccgccaccga

tt ccaat ggg
attact ggca
ggt caat agg
ggactttcca
ttcccatt at
atttaattaa
gcaacgt gac
agccaat aca
cccct ggaaa
at aagcagag
cgagct cage

got gagt ggc

gggct gat at
gggcgat gcg
cggct t gagg
tttgtccttg
ggct cact ct

Cgact ggggc
tgtggetttc

ct gggcacgg
t cccgecegg
gagct caaaa
ggaagagggc
cat agt cacc
ggcgt t ggag
agtcattctt
cggt t caaag
gtctttccag

gggacct gag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1771



<220>
<221> fuente
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<223> / observacién= "Descripcion de la secuencia artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 31

gt caacagga
ttttgcecag
cgt at actga
ggt gaat caa
ttgggttttg
t ggcacgt ac
aacgccat gt
ctttaaacgg

cgt caat ggg
ttccatattg

ctegtttagt
t gcgagggece
gcect get et
cattcccact
cgt agect cg
ccggecgeac
t aacaaaggg
aat ggaaggg
acct ggat gg
gggccat gt g

cccaacaagg
ccecggggecce
ggt gagt cac
cceegtggtc
cggggggagy
aggccagect
taattctcaa
t gaggacaaa

aacggt actc

aagttccatt
t acat aaggt
gt cat t aggg
caggaaagt ¢
cccagt acaa
at aaggt caa
actttcccac
tactttccca
aagt gaaagg

gcacgcattc

gaaccgt cag
aget gt t ggg
gagcgggccyg
t cgagt ggcg
cctegtgtee
tatgegtttt
agggat gt ggg
caggaggggc
ggcgaggect
gcect agcac
gt gaggecgt
t gt t gcaagg
ccacacaaag
t at cggecge
ggatctaatg
ggcget ggaa
gectctt age
ctcttcgegg

cgccaccgag

ggagccaagt
caat gggagg
actttccaat
ccat t ggagc
aaggt caat a
t aggggt gag
catt gacgtc
tagctgatta
gcagccaaaa

tattggctga

ttcgtctcta
ot gagt ggcg
ggct gat at g
ggcggt gcgg
ggct t gagge
ttgtccttge
gctcactcett

gact ggggcc
gtggctttcce

t gggcacggt
ccecgeecgge
agct caaaat
gaagagggcc
at agt cacct
gcgt t ggagt
gtcattcttg
ggt t caaagg
tctttccagt
ggacct gagc

acatt gagtc
t aagccaatg
gggttttgece
caagt acact
g9gggt gagt
tcattgggtt
aat gggct at
at gggaaagt
cgt aacaccg

gct gegt tct

gacgccaacc
ggt gt gget t
cgagt gt cgt
gggt gagagt
ct agcgt ggt
t gccct cgat
aaggagccca
cgeceegect t
gaagcaat cg
ct ggcct gge
accagt t gct
ggaggacgcg
ttgccectcg
cgggcttctce
ttgttcacat
gaatttgccc
tattttctaa
act ct t ggat
gagt ccgcat

46

aat agggact
ggtttttcce
cagt acat aa
gagt caat ag
caat gggt tt
tttccageca
t gaaact aat
accgttctcg

cccecggtttt
acgt gggt at

gectetteeg
ccgegggecce
ccgcagggt t
gcgaggect a
gt ccgeegece
tgccttccag
t gaagcttac
cggagcacat
ggcgt gagt t
ggt gccgegt
t gcgcggaaa
gcagcceggt
ccggecget g
tt gagcaccg
ttgot gogt g
ctttgagttt
acccgtttcce
cggaaacccg

cgaccggat ¢

tt ccaat ggg
attact ggca
ggt caat agg
ggactttcca
ttcccatt at
atttaattaa
gcaacgt gac
agccaat aca
cccct ggaaa

at aagcagag

cat cgctgtc
cggagcet gga
t agct gt gag
gcggcaaccce
gcgt gecact
cagcat gggc
gtt ggat agg
gt ccgacgece
t agcct acct
tcccttgeet
gat ggccgcet
ggagcgogcy
cttcctgtga
ctcgt cgegg
gagact agt ¢
ggagcgaggce
agct cgeggt
t cggect ceg

ggaaaacct ¢

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
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<210> 32
<211> 1771
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

ES 2823173 T3

<223> / observacién= "Descripcion de la secuencia artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 32

gt caacagga
ttttgcecag
cgt at actga
ggt gaat caa
ttgggttttg
t ggcacgt ac
aacgccat gt

ctttaaacgg

cgt caat ggg

aagttccatt
t acat aaggt
gt cat t aggg
caggaaagt ¢
cccagt acaa
at aaggt caa
actttcccac
tactttccca

aagt gaaagg

ggagccaagt
caat gggagg
actttccaat
ccat t ggagc
aaggt caat a
t agggot gag
catt gacgtc
tagctgatta

gcagccaaaa

acattgagtc
t aagccaat g
gggttttgec
caagt acact
0ggggt gagt
tcattgggtt
aat gggct at
at gggaaagt

cgt aacaccg

47

aat agggact
ggtttttcce
cagt acat aa
gagt caat ag
caat gggt tt
tttccageca
t gaaact aat
accgttctcg

cccecggtttt

tt ccaat ggg
attact ggca
ggt caat agg
ggactttcca
ttcccatt at
atttaattaa
gcaacgt gac
agccaat aca

cccct ggaaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540



10

ttccatattg
ctctccect at
gt cggt accg
gggt gt ggct
gcgagtgtcg
ggggt gagag
cctagegt gg
ctgcectcga
t aaggagccc
ccgeecgect
cgaagcaat c
t ct ggcct gg
caccagttgce
t ggaggacgc
cttgeccecte
t cgggcet tct
tttgttcaca
ggaatttgcce
gtattttcta
tactcttgga
cgagt ccgca
<210> 33

<211> 641
<212> ADN

gcacgcattc
cagt gat cag
tacctcttcce
t ccgegggece
t ccgcagggt
t gcgaggecet
t gt ccgecge
ttgccttcca
atgaagctta
t cggagcaca
gggcgt gagt
cggt gccgeg
tt gcgcggaa
ggcagccecgg
gccggecgcet
ctt gagcacc
tttggt gggt
cctttgagtt
aacccgtttc
t cggaaaccc

t cgaccggat

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

ES 2823173 T3

tattggctga
ttcctcecta
gcat cget gt
ccggagcet gg
ttagctgtga
agcggcaacc
cgcgt gecac
gcagcat ggg
cgtt ggat ag
t gt ccgacgce
ttagcct acc
ttccettgee
agat ggccge
t ggagcgggc
gcttcctgtg
gctcgt cgeg
ggagact agt
t ggagcgagg
cagct cgcgg
gt cggcectce

cggaaaacct

gctgegttct acgt gggt at
t cagt gat ag agat cgt cga
cagctgttgg
t gagcgggece
tt cgagt ggc
gectegtgte

ct gcgagggce
agccctgetc
gcattcccac
ccgt agect ¢
t ccggecgea ctatgegttt
ct aacaaagg gagggt gt gg
gcaggaggogg
gggcgaggcec

ggccct agca

gaat ggaagg
cacctggatg

t gggccat gt
t cccaacaag ggt gaggccg
t cccggggec ctgttgcaag
gggt gagt ca cccacacaaa

accccgt ggt ct at cggecg
gcggggggag gggat ct aat
caggccagcec tggeget gga
ctaattctca agcctcttag
tt gaggacaa actcttcgeg
gaacggt act ccgccaccga

c

at aagcagag
cgagct cagc
ggt gagt ggc
gggct gat at
99gcggt gcg
cgget t gagg
tttgtecttg
ggct cact ct

cgact ggggc
tgtggctttc

ct gggcacgg
t cccgeecgg
gagctcaaaa
ggaagaggge
catagtcacc
ggcgt t ggag
agtcattctt
cggttcaaag
gtctttccag

gggacct gag

<223> / observacién= "Descripcion de la secuencia artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 33

48

600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
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1320
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1440
1500
1560
1620
1680
1740
1771



10

15

20

25

gt caacagga
ttttgcecag
cgt at actga
ggt gaat caa
ttgggttttg
t ggcacgt ac

aacgccat gt

ctttaaacgg
cgt caat ggg
ttccatattg
ctegtttagt
<210> 34

<211> 41
<212> ADN

aagttccatt
t acat aaggt
gt cat t aggg
caggaaagt ¢
cccagt acaa
at aaggt caa

actttcccac

tactttccca
aagt gaaagg
gcacgcattc

gaaccgt cag

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> / observacion= "Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético"

<400> 34

ES 2823173 T3

ggagccaagt
caat gggagg
actttccaat
ccat t ggagc
aaggt caat a
t aggggt gag

catt gacgtc

tagctgatta
gcagccaaaa
tattggctga
ttcgtctcta

ctccctatcagtgatcagttcctccctatcagtgatagaga

<210> 35
<211> 54
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> / observacion= "Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético"

<400> 35

acatt gagtc
t aagccaatg
gggttttgece
caagt acact
g9gggt gagt
tcattgggtt
aat gggct at

at gggaaagt
cgt aacaccg
gctgegt t ct

gacgccaacc

tatataagcagagctcgtttagtgaaccgtcagttcgtctctagacgccaaccg

49

aat agggact
ggtttttcce
cagt acat aa
gagt caat ag
caat gggt tt
tttccageca

t gaaact aat

accgttctcg

cccecggtttt

acgt gggt at
g

41

54

tt ccaat ggg
attact ggca
ggt caat agg
ggactttcca
ttcccatt at
atttaattaa

gcaacgt gac

agccaat aca
cccct ggaaa

at aagcagag

60
120
180
240
300
360
420

480
540
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REIVINDICACIONES
1. Un promotor hibrido, que comprende:

(i) una secuencia potenciadora de citomegalovirus murino (mMCMV), que comprende un elemento potenciador de
mCMV (mCMV-E) y una secuencia promotora de CMV (CMV-P) en su extremo 3', unida operativamente en 5' a
una secuencia intrénica del factor 1 de elongacion alfa (EF 1 alfa) de rata;

(ii) una primera secuencia lider intermedia unida operativamente, en 3' a la secuencia promotora de CMV de la
secuencia potenciadora de mCMV, y en 5' a la secuencia intrénica del EF 1 alfa de rata; y

(iii) una segunda secuencia lider unida operativamente en 3' a la secuencia intrénica del EF 1 alfa de rata.

2. El promotor hibrido de la reivindicacion 1, en donde la secuencia promotora de CMV en el extremo 3' de la secuencia
potenciadora de mCMV comprende un segmento que tiene la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 24 o0 SEQ ID
NO: 26.

3. El promotor hibrido de cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en donde la secuencia intrénica del EF 1 alfa de rata
comprende la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 4.

4. El promotor hibrido de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde la secuencia potenciadora de mCMV
comprende la secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 33; y la secuencia intronica del EF 1 alfa de
rata comprende la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 4.

5. El promotor hibrido de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde la primera secuencia lider comprende la
secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 3.

6. El promotor hibrido de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde la segunda secuencia lider comprende la
secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 5.

7. El promotor hibrido de cualquiera de las reivindicaciones 1-6, que comprende ademas una o mas secuencias de
TetO insertadas dentro de la secuencia promotora de CMV.

8. El promotor hibrido de cualquiera de las reivindicaciones 1-7, que comprende una secuencia de nucleétidos que
tiene una identidad de secuencia del al menos 95 % con la secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:30,
SEQ ID NO: 31 0 SEQ ID NO: 32.

9. Un casete de expresion, que comprende:

(a) el promotor hibrido de cualquiera de las reivindicaciones 1-8, unido operativamente en 5' a un marco abierto de
lectura que codifica una proteina exdgena de interés; y
(b) un sitio de poliadenilacion unido operativamente en 3' al marco abierto de lectura.

10. Un vector de expresion recombinante que comprende el casete de expresion de la reivindicacion 9.
11. Una célula hospedadora de mamifero que comprende el vector de expresion recombinante de la reivindicacion 10.
12. La célula hospedadora de mamifero de la reivindicacién 11, que ademas puede expresar TetR.

13. La célula hospedadora de mamifero de la reivindicacién 11 o la reivindicacién 12, que procede de una célula de
ovario de hamster chino (CHO).

14. Un método para producir una proteina de interés, que comprende:

(a) cultivar la célula hospedadora de mamifero de cualquiera de las reivindicaciones 11-13, en un medio acuoso
en condiciones fisioldgicas que permitan la expresion de la proteina de interés; y
(b) recuperar la proteina de interés del medio.

15. Un método para producir una proteina de interés, que comprende:

(a) cultivar una célula hospedadora de mamifero que comprende un vector de expresion que comprende el
promotor hibrido de cualquiera de las reivindicaciones 7-8, en un medio acuoso en condiciones fisioldgicas, en
donde la célula hospedadora de mamifero puede expresar TetR, de modo que, en ausencia de tetraciclina en el
medio, se reprime la expresion de la proteina de interés;

(b) afadir tetraciclina al medio acuoso en una cantidad suficiente para unir TetR en la célula hospedadora, de modo
que la célula hospedadora desreprime la expresion de la proteina de interés; y

(c) recuperar la proteina de interés del medio.
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