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DESCRIPCION

Un casete y vector de expresion para la expresion transitoria o estable de moléculas exégenas

CAMPO TECNICO

[0001] Esta invencion se refiere a vectores de expresion y casetes de expresiéon, y mas en particular a
procedimientos, composicion, y sistemas para la expresion de una molécula exégena en un organismo.
ANTECEDENTES

[0002] La introduccion de polipéptidos moleculares, péptidos, y moléculas pequefias de &cidos nucleicos en
células y tejidos diana se utiliza tanto para sistemas de administracion terapéuticos como en la produccién de
moléculas terapéuticas in vitro. La aplicabilidad de este enfoque se ha incrementado con una mejor comprensién de
las células hospedadoras y la biologia molecular de los mecanismos celulares de divisién, diferenciacién y
expresion. El documento de EE.UU. 6.194.176 describe procedimientos para la produccion de polipéptidos
heterdlogos utilizando una variedad de lineas de células secretoras manipuladas genéticamente de manera
recombinante.

RESUMEN

[0003] Se ha descubierto que la transcripcion conducida por un promotor del CMV y terminada por un dominio de
poliA a partir de una variante del gen de la hormona del crecimiento humana (hGHv) es mas eficiente que otros
vectores de expresion que carecen de uno de los dos o de ambos elementos. Por tanto, la descripcion, que incluye
la presente invencion, proporciona un casete de expresion y un vector de expresion utiles en la expresion de
polinucledtidos de interés. El casete de expresidon de la descripcion, que incluye el casete de expresion de la
invencién, comprende una combinacién de elementos reguladores que proporcionan una transcripcion eficiente, una
terminacion de la transcripcion eficiente y una estabilidad mejorada del ARNm de los productos transcritos. En la
terminacion de la transcripcién, y en un caso de la descripcién, el casete de expresion incluye un
promotor/potenciador del citomegalovirus humano, un sitio de clonacién o polinucleétido de interés, y un dominio de
la sefial de poliadenilacidon del hGHv. Opcionalmente, puede estar presente una secuencia interviniente de longitud
variable.

[0004] La invencion proporciona un casete de expresion que comprende una regidon promotora/potenciadora
inmediata temprana 1 del CMV humano (hCMV IE1); un polinucleétido de interés; un dominio de la sefial de poliA de
la hormona del crecimiento humana; y una secuencia interviniente de longitud variable (VLIVS) que comprende un
sitio donador de corte y empalme y un sitio aceptor de corte y empalme, en donde el dominio de la sefal de poliA
tiene una longitud de al menos 100 nucleétidos, contiene la secuencia AATAAA, y es idéntica en al menos un 92% a
la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 18; y en donde la VLIVS comprende un intréon A de un gen hCMV IE1.

[0005] La invencion proporciona adicionalmente un vector de expresion que incluye un casete de expresion de la
invencion asi como células hospedadoras que contienen un casete de expresion o un vector de expresion de la
invencion.

[0006] La descripcién también incluye un procedimiento de administracion de un agente de interés in vivo. El
procedimiento incluye la administracién a un sujeto de una composicion que comprende un casete de expresion. El
casete de expresion incluye una region promotora/potenciadora hCMV IE1, una secuencia interviniente de longitud
variable que comprende un sitio donador de corte y empalme y un sitio aceptor de corte y empalme; un
polinucledtido que codifica el agente de interés; y un dominio de la sefial de poliA de la hormona del crecimiento
humana (hGH) o una de sus variantes.

[0007] La descripcion ademas incluye un sistema de expresion. El sistema de expresién incluye una célula
hospedadora transfectada o transformada con un casete de expresion de la invenciéon, en donde las células
hospedadoras se cultivan en condiciones para la expresion el polinucleétido de interés; y la recuperacién del agente
de interés.

[0008] La presente invencion y sus formas de realizacion se presentan en las reivindicaciones anexas. Los detalles
de la invencién se exponen en los dibujos acompafiantes y la descripcidn siguiente. Otras caracteristicas, objetos, y
ventajas de la invencion seran evidentes a partir de la descripcion y los dibujos, y de las reivindicaciones.

DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
[0009] La Figura 1 es el mapa plasmidico del vector pV10. El promotor inmediato temprano 1 de citomegalovirus

(CMV IE1)/intrén (IVS) se generd por PCR y se clond en los sitios Hindlll y BamHI. También se indica el gen de
resistencia a ampicilina, 8 lactamasa (bla).
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[0010] La Figura 2 es el mapa plasmidico del vector pV40. Se indica el promotor inmediato temprano 1 de
citomegalovirus (CMV IE1), un intron (IVS), un dominio de la sefal de poliadenilacion (poliA) de hGHv de una
longitud de aproximadamente 600 pares de bases, y el gen de resistencia a ampicilina, B lactamasa (bla).

[0011] La Figura 3 es una representacion esquematica del plasmido pV70. Se indican el promotor CMV IE1, la IVS
que incluye la unién de supresion y los sitios donador de corte y empalme (SD) y aceptor de corte y empalme (SA),
un dominio de la sefal de poliA de la hGHv, y el gen bla. La unién de eliminacion representa el resultado de la
ligacion de los extremos romos de BspB1'/'Hpal.

[0012] La Figura 4 es una representacion esquematica de la generacion del vector pXLC.1. El vector pXLC.1 se
construyé utilizando el vector de expresion pV70 y un producto de la PCR que contiene la secuencia codificante de
la cadena ligera. pV70 se linealizé con BamHlI, el producto de la PCR se digiri6 con BamHI y estos dos fragmentos
se ligaron para generar el vector pXLC.1.

[0013] La Figura 5 es una representacion esquematica de la generacion del vector pXLC.2.

[0014] La Figura 6 es una representacion esquematica de un vector pV60 y la generacion del vector pXHC. El
vector pXHC se construy6 utilizando el vector de expresion pV60 y un producto de la PCR que contiene la mayor
parte de la secuencia codificante de la cadena pesada (no se han incluido 52 aminoacidos a partir del extremo N-
terminal). pV60 se linealizé con BamHlI, el producto de la PCR se digiri6 con BamHI y estos dos fragmentos se
ligaron.

[0015] La Figura 7 es una representacion esquematica de un vector pXHC.1.
[0016] La Figura 8 es una representacion esquematica de un vector pXHC.3.

[0017] La Figura 9 es una representacion esquematica de un vector pXHC.5, resultado de la adicion de un casete
dhfr a pXHC.3. Los elementos de control del casete de expresion se obtuvieron en pSl (Promega, N° de acceso del
Genbank #U47121) e incluyen el promotor/potenciador de SV40, un intrén artificial y la secuencia de poliadenilacion
tardia de SV40.

[0018] La Figura 10 es una representacion esquemética del vector pV80. Se indican un fragmento del promotor
inmediato temprano 1 de citomegalovirus (CMV IE1)/intrén (IVS) que incluye los sitios donador de corte y empalme
(SD) y aceptor de corte y empalme (SA), un dominio de la sefial de poliadenilacion (poliA) de hGHv, el gen de
resistencia a ampicilina, B lactamasa (bla), el intrén artificial del promotor/potenciador de SV40 y la secuencia de
poliadenilacién tardia de SV40.

[0019] Las Figuras 11A y 11B son representaciones esquematicas del vector pV90 y las secuencias anotadas
correspondientes. La Figura 11A es un mapa del vector. Se indican un fragmento del promotor inmediato temprano 1
de citomegalovirus (CMV IE1)/intrén (IVS) que incluye los sitios donador de corte y empalme (SD) y aceptor de corte
y empalme (SA), un dominio de la sefial de poliadenilacion (poliA) de hGHyv, el gen de resistencia a ampicilina, 8
lactamasa (bla), el intrén artificial y la secuencia de poliadenilacion tardia de SV40. El vector carece del sitio Notl en
el casete de expresion dhfr. La Figura 11B es la secuencia anotada del vector pV90. En la Fig. 11B, la secuencia a
partir de los nucledtidos 1275 a 1866 de la SEQ ID NO: 19 representa una sefal de poliA de la hGHv de una longitud
de aproximadamente 600 nucleétidos.

[0020] La Figura 12 es un mapa del vector pSI-DBFR.2. El promotor de SV40 dirige el gen dhfr.

[0021] La Figura 13 es una grafica que representa las productividades especificas relativas de las fracciones
reunidas de muestras transfectadas. Se analizaron tres fracciones reunidas de muestras para pCMV-hGHVEA-SEAP
y pSEAP2, y uno para pUC18.

[0022] La Figura 14 es un par de graficas que muestran las productividades especificas relativas de las muestras
aisladas. Las 20 primeras muestras aisladas procedentes de cada construccibn se muestran en orden de
importancia.

[0023] La Figura 15 muestra una secuencia con el N° de acceso del GeoBank K00470 (SEQ ID NO: 18).
DESCRIPCION DETALLADA

[0024] La descripcion, que incluye la presente invencion, se refiere a un casete y vectores de expresién que
contienen el casete de expresion. El casete de expresion incluye una regién reguladora de la transcripciéon capaz de
llevar a cabo la transcripcion en un hospedador eucariota y una regién de terminacion de la transcripcion. Los
casetes y el vector de expresion de la invencidon proporcionan una iniciacion y una detencién fuertes de la
transcripcion, asi como una estabilidad mejorada del ARNm de los productos transcritos.
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[0025] La descripcion, que incluye la presente invencion, proporciona un promotor y opcionalmente elementos
potenciadores procedentes de cualquier cepa de citomegalovirus, tales como las descritas en el presente documento
o en referencias como las de la patente de EE.UU. N° 5.658.759. Por ejemplo, regiones promotoras inmediatas
tempranas de CMV adecuadas Utiles en casetes de expresion de la invencidon se pueden obtener a partir del vector
de expresion de la B-galactosidasa promovido por CMV, CMV (MacGregor y col., Nucl. Acids Res. 17:236S (1989)).

[0026] Como se describe en profundidad en el presente documento, el dominio de la sefial de poliadenilacion de
hGHyv proporciona una sefial fuerte de detencién de la transcripcion al mismo tiempo que incrementa la estabilidad
del transcrito del ARNm. El elemento regulador/de expresion puede estar separado del dominio de la sefial de
poliadenilacién de hGHv mediante, por ejemplo, un polinucleétido de interés o un sitio de clonacién (por ejemplo, un
sitio de clonacion multiple).

[0027] En un aspecto de la descripcion se proporciona un polinucleétido que comprende un casete de expresion
que incluye una regién reguladora de la transcripcién de citomegalovirus (CMV), una secuencia interviniente de
longitud variable (por ejemplo, procedente del intron A de CMV), un polinucledtido de interés, y un dominio de la
sefial de poliadenilacion. La descripcion, que incluye la presente invencion, se refiere adicionalmente a procesos y
vectores de expresion para la producciéon y recuperacion de polipéptidos heterdlogos a partir de células
hospedadoras.

[0028] En otro aspecto de la descripcidn, un casete de expresion incluye, unido de manera operable, (i) una region
promotora/potenciadora inmediata temprana 1 (IE1) principal de CMV y una secuencia interviniente de longitud
variable (por ejemplo, derivada del intrén A), (ii) un polinucleétido de interés, y (iii) un dominio de la sefial de
poliadenilacion de hGHv. El término "unido de manera operable" se refiere a una yuxtaposicién en la que los
componentes se encuentran en una relacion que les permite funcionar de la manera prevista (por ejemplo, unidos
funcionalmente). Asi, por ejemplo, un promotor/potenciador unido de manera operable a un polinucleétido de interés
esta ligado a este ultimo de tal forma que la expresion del polinucleétido de interés se consigue en condiciones que
son compatibles con la activacion de la expresién a partir del promotor/potenciador.

[0029] En una forma de realizacion especifica de la invencion, el casete de expresion incluye una secuencia como
se expone en la SEQ ID NO: 1 desde el nucledtido 1 aproximadamente al nucleétido 1867 aproximadamente (por
ejemplo, desde 1 aproximadamente a 1865, 1866, 1867, 1868, 6 1869). El casete de expresion expuesto desde el
nucleétido 1 a 1867 de la SEQ ID NO: 1 incluye una serie de dominios distintos tales como una region
promotora/potenciadora IE1 de CMV que presenta una secuencia como la expuesta desde x4 aproximadamente a x»
aproximadamente de la SEQ ID NO: 1, en donde x4 es un nucleétido entre 1-20 y x, es un nucleétido entre 715-720
aproximadamente (por ejemplo, entre 1 y 719 aproximadamente de la SEQ ID NO: 1). Otro dominio del casete de
expresion incluye una secuencia interviniente de longitud variable (VLIVS) que contiene un sitio donador de corte y
empalme y un sitio aceptor de corte y empalme. La VLIVS puede tener una longitud de al menos 50 pb (por ejemplo,
una longitud de al menos 100, 150, 200, 6 250 pb) y puede incluir donadores y aceptores de corte y empalme
procedentes de cualquier fuente conocida en la materia. Véase, por ejemplo, Varani y col., Annu Rev Biophys
Biomol Struct 27:407-45 (1998) y Koning, Eur J Biochem 219:25-42 (1994). Un dominio interviniente adecuado
puede incluir todos los intrones A del genoma de CMV de cualquier cepa o puede incluir un fragmento mas pequefo
que comprenda una secuencia 5' que contenga un sitio donador de corte y empalme ligado a una secuencia 3' que
contenga un sitio aceptor de corte y empalme. Por ejemplo, la VLIVS incluye nucleétidos desde x3 aproximadamente
a x4 aproximadamente de la SEQ ID NO: 1, en donde x3 es un nucleétido entre 715-720 y x4 es un nucleodtido entre
1236-1254 (por ejemplo, de 719 a 1236 de la SEQ ID NO: 1). La secuencia interviniente a continuacion del
promotor/potenciador IE1 de CMV puede variar de tamaiio en hasta 317 nucleétidos con respecto a la presente en la
SEQ ID NO: 1. Por ejemplo, se suprimieron 317 nucleétidos de la secuencia IVS como se representa en pV40 y
pV70 (véanse, por ejemplo, las Figuras 2 y 3, respectivamente) para producir la VLIVS de la SEQ ID NO: 1. Asi, en
otro aspecto de la invencion el casete de expresion incluye una secuencia entre el nucleétido 1 aproximadamente y
el nucledtido 1254 aproximadamente de la SEQ ID NO: 1 (por ejemplo, un promotor/potenciador IE1 de CMV y una
secuencia interviniente). Después de la region IVS (es decir en direccion 3') puede haber presente un sitio de
clonacion multiple (por ejemplo, los nucleétidos 1255-1272 de la SEQ ID NO: 1 incluye los sitios BamHI y un sitio
Notl). Mediante ingenieria genética se pueden afiadir sitios de restriccion adicionales o diferentes en el casete de
expresion utilizando técnicas conocidas por aquellos expertos en la materia. El casete de expresion ademas incluye
un dominio de poliA.

[0030] EI dominio de la sefal de poliA procede de un gen hGHv, que puede variar en su secuencia 3'UTR, por
ejemplo, entre alelos. Un alelo del gen hGHv esta descrito en el GenBank con el N° de acceso K00470 (SEQ ID NO:
18), mientras que otra secuencia esta descrita en la Fig. 11B como SEQ ID NO: 19, que corresponde a los
nucledtidos 2032 a 2625 de la SEQ ID NO: 18 (véase Figura 15). Se pueden preparar variantes no naturales del
dominio de la sefal de poliA mediante técnicas de mutagénesis, incluyendo las aplicadas a polinucledtidos, células u
organismos. Una variante de poliA de un gen hGHv incluye un dominio de la sefial de poliA que es diferente de un
dominio de la sefial de poliA de la hGHv de tipo silvestre pero que retiene la capacidad para sefalizar la detencién
de la transcripcion y/o estabilizar el ARNm. Por ejemplo, el dominio de la sefial de poliadenilaciéon puede incluir una
secuencia del dominio de la sefial de poliadenilacion de hGHv como se expone en las SEQ ID NOs: 18 6 19. La
persona experta en materia de biologia molecular también comprendera que no es necesario que las secuencias
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alcancen una longitud de 600 nucleétidos aproximadamente. Mas bien, se incluye cualquier dominio de la secuencia
de poliA que comprenda una secuencia de nucleétidos contigua de al menos 100 nt (por ejemplo, de al menos 200,
300, 400, 500, 6 600 nt), incluyendo el sitio canénico AATAAA, de un gen hGHv. La invencién engloba secuencias
que difieren de las secuencias anteriores en hasta un 8% (por ejemplo, presentan una identidad del 92% a la SEQ
ID NO: 18 6 19 o un dominio distinto de las mismas). Por ejemplo, un polinucleétido con una longitud de 100
nucledtidos y una identidad del 95% a los nucleétidos 1-1867 de la SEQ ID NO: 1 y que incluya la secuencia
AATAAA retendria la capacidad para terminar la transcripcion.

[0031] En otro aspecto de la descripcion, que incluye la presente invencion, se proporciona un vector que
comprende un casete de expresion. Como se usa en el presente documento, un "vector" es una molécula de acidos
nucleicos (ADN o ARN) capaz de replicarse autbnomamente tras su introduccién en una célula receptora (por
ejemplo, una bacteria como E. coli). Plasmidos, virus y bacteriéfagos son ejemplos de vectores. El proceso de
expresion a partir de un vector de expresion es muy conocido, e incluye la utilizacion de enzimas y procesos
celulares para producir un producto de expresion a partir de un polinucleétido de interés. Los vectores de expresion
son vectores capaces de mediar en la expresion de un polinucleétido clonado en una célula hospedadora, que
puede o puede no ser del mismo tipo de célula utilizada para la replicacion o propagacion del vector. Muchos
vectores de expresion en mamiferos se pueden propagar en bacterias corrientes (célula receptora), pero pueden
expresar el polinucledtido de interés en células de mamifero (célula hospedadora) y no en bacterias.

[0032] La descripcion, que incluye la presente invencion, se refiere al disefio y utilizacién de vectores que son
capaces de permitir una transcripcion e introduccion eficientes de polinucleétidos en células eucariotas (por ejemplo,
células de mamifero, y mas en particular células humanas, murinas, de simio, bovinas, porcinas, de roedor, u
ovinas). Los vectores de la descripcién incluyen un casete de expresién como se ha expuesto anteriormente que
comprende un dominio de la sefial de poliadenilacion que proporciona una terminacion de la transcripcion eficiente y
estabilidad al ARNm.

[0033] Los vectores de la descripcion incluyen: un sitio de clonaciéon para acoger un polinucleétido de interés;
elementos reguladores de la transcripcion (por ejemplo, regiones promotoras/potenciadoras IE1 de CMV) suficientes
para permitir la transcripciéon de un polinucledtido insertado en el sitio de clonacion en una célula hospedadora;
elementos de traduccién suficientes para permitir la traduccién de un transcrito de ARN de dicho polinucleétido en
una célula hospedadora y (si se desea) elementos de replicacion suficientes para permitir la replicacion de dicho
vector en una célula hospedadora u otra célula receptora utilizada para la propagacion del vector. Los vectores de la
descripcién, que incluyen los vectores de la invencion, son capaces de mediar en dicha expresion de manera
transitoria o estable en las células hospedadoras.

[0034] En una forma de realizacidon especifica, un vector de la invencion incluye (1) una secuencia como la
expuesta en la SEQ ID NO: 1; (2) una secuencia que es complementaria a la secuencia expuesta en la SEQ ID NO:
1; (3) una secuencia que es al menos un 80% (preferentemente al menos un 90%; 95%; 98% 6 99%) idéntica a la
SEQ ID NO: 1 o a su complementario; o (4) un vector que comprende la SEQ ID NO: 1 entre el nucledtido 1
aproximadamente y el nucledtido 1867 aproximadamente y que comprende un polinucleétido de interés y/o un
marcador seleccionable.

[0035] EI vector que comprende la SEQ ID NO: 1 presenta una serie de dominios y regiones codificantes
diferentes. Por ejemplo, en el vector esta presente una region promotora/potenciadora IE1 de CMV que presenta
una secuencia como la expuesta desde x1 aproximadamente a x, aproximadamente de la SEQ ID NO: 1, en donde
X1 €s un nucleétido entre 1-20 y x, es un nucledtido entre 715-720 aproximadamente (por ejemplo, entre 1y 719
aproximadamente de la SEQ ID NO: 1). Otro dominio de un casete de expresiéon de la invencion incluye una
secuencia interviniente de longitud variable (VLIVS) que contiene un sitio donador de corte y empalme y un sitio
aceptor de corte y empalme. La VLIVS incluye nucleétidos de x3 aproximadamente a x4 aproximadamente de la SEQ
ID NO: 1, en donde x3 es un nucledtido entre 715-720 y x4 incluye un nucledtido entre 1236-1254 (por ejemplo,
nucleotidos de 719 a 1236 aproximadamente de la SEQ ID NO: 1). Un sitio de clonacién multiple del vector de
expresion incluye los nucledtidos 1255-1272 de la SEQ ID NO: 1 (por ejemplo, los sitios BamHI y un sitio Notl).
Mediante ingenieria genética se pueden afadir sitios de restriccion adicionales o diferentes en el vector de expresion
utilizando técnicas conocidas por aquellos expertos en la materia. El vector de expresién ademas incluye un dominio
de poliA. El dominio de la sefial de poliA es un dominio de la sefial de poliA de la hGHv u otra variante del dominio
de la sefal de poliA de la hGHv. Por ejemplo, un dominio de la sefal de poliA incluye una secuencia del dominio de
la sefial de poliA de la hGHv como se expone en la SEQ ID NO: 19. En un vector de la invencién también hay
presentes uno o mas marcadores seleccionables. Por ejemplo, la SEQ ID NO: 1 incluye un gen de la dihidrofolato
reductasa (dhfr) (por ejemplo, entre el nucledtido 2568 aproximadamente y el nucledtido 3132 aproximadamente de
la SEQ ID NO: 1). Un vector de la invencién puede incluir elementos promotores/potenciadores y regiones
reguladoras adicionales (por ejemplo, dominios de poliadenilacion) ademas de los proporcionados anteriormente.
Dichos elementos reguladores y dominios de poliadenilacion adicionales pueden flanquear (por ejemplo, estar
inmediatamente adyacentes a, en 5' y 3' de) un marcador seleccionable o polinucleétido de interés. Por ejemplo, el
vector que comprende la SEQ ID NO: 1 contiene un gen de la dihidrofolato reductasa (dhfr) entre el nucleétido 2568
aproximadamente y el nucledtido 3132 aproximadamente de la SEQ ID NO: 1. El gen dhfr esta flanqueado por un
elemento promotor/potenciador de SV40 y una region de poliadenilacion de SV40 (por ejemplo, entre el nucleétido
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1868 aproximadamente y el nucledtido 2210 aproximadamente y el nucleétido 3144 aproximadamente y el
nucledtido 3440 aproximadamente de la SEQ ID NO: 1, respectivamente).

[0036] Ejemplos especificos de marcadores seleccionables son aquellos que codifican proteinas que confieren
resistencia a farmacos citostaticos o citocidas, tales como la proteina DHFR, que confiere resistencia a metotrexato
(Wigler y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:3567 (1980); O'Hare y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:1527 (1981));
la proteina GPF, que confiere resistencia al acido micofendlico (Mulligan & Berg, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:2072
(1981)), el marcador de resistencia a neomicina, que confiere resistencia al aminoglicésido G-418 (Colberre-Garapin
y col., J. Mol. Biol. 150:1 (1981)); la proteina Hygro, que confiere resistencia a higromicina (Santerre y col., Gene
30:147 (1984)); y el marcador de resistencia Zeocin™ (disponible comercialmente en Invitrogen). Ademas, la
timidina quinasa del herpesvirus simple (Wigler y col.,, Cell 11:223 (1977)), la hipoxantina-guanina
fosforribosiltransferasa (Szybalska & Szybalski, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 48:2026 (1962)), y la adenina
fosforribosiltransferasa (Lowy y col., Cell 22:817 (1980)) se pueden emplear en células tk’, hgprt o aprt,
respectivamente. Otros marcadores seleccionables codifican la puromicina N-acetiltransferasa o adenosina
desaminasa.

[0037] Los términos "idéntico" o porcentaje "de identidad", en el contexto de dos o mas moléculas de acidos
nucleicos, se refieren a dos 0 mas secuencias o subsecuencias que son iguales o presentan un porcentaje
especificado de nucleétidos que son iguales, cuando se comparan y se alinean para su maxima correspondencia a
lo largo de una ventana de comparacién, medido utilizando un algoritmo de comparacién o alineamiento manual e
inspeccion visual. Esta definicion también se refiere al complementario de una secuencia (por ejemplo, el
complementario de una secuencia como la expuesta en la SEQ ID NO: 1 o uno de sus fragmentos que comprende
un casete de expresion). Por ejemplo, el casete de expresion y sus fragmentos incluyen aquellos con una identidad
de secuencia de nucledtidos que es al menos el 80% aproximadamente, el 90% aproximadamente, y el 95%
aproximadamente, 97% aproximadamente, 98% aproximadamente o 99% aproximadamente idéntica a una porcion
de la SEQ ID NO: 1 (por ejemplo, los nucleétidos 1-719, 1-1254, y similares, de la SEQ ID NO: 1). Asi, si una
secuencia presenta la identidad de secuencia requerida para la secuencia completa de la SEQ ID NO: 1 o uno de
sus dominios, entonces también puede funcionar como casete de expresion o dominio de la invencion,
respectivamente.

[0038] Para la comparacion de secuencias, normalmente una secuencia actia como secuencia de referencia, con
la que se comparan las secuencias de prueba. Cuando se utiliza un algoritmo de comparaciéon de secuencias, las
secuencias de prueba y de referencia se introducen en un ordenador, se designan las coordenadas de las
subsecuencias, si fuera necesario, y se designan los parametros del algoritmo de secuencia del programa. Se
pueden utilizar los parametros por defecto del programa, o se pueden designar parametros alternativos. A
continuacion el algoritmo de comparacion de secuencias calcula el porcentaje de identidad de secuencia para la
secuencia(s) de prueba en relacién con la secuencia de referencia, basandose en los parametros del programa
designados o por defecto. Una "ventana de comparacion”, como se usa en el presente documento, incluye la
referencia a un segmento de una cualquiera de una serie de posiciones contiguas seleccionadas del grupo
constituido por entre 25 y 600, normalmente entre 50 aproximadamente y 200 aproximadamente, mas habitualmente
entre 100 aproximadamente y 150 aproximadamente en la que una secuencia se puede comparar con una
secuencia de referencia del mismo numero de posiciones contiguas después de que las dos secuencias se hayan
alineado de manera 6ptima. Los procedimientos de alineamiento de secuencias para su comparaciéon son muy
conocidos en la materia. El alineamiento 6ptimo de secuencias para su comparaciéon se puede llevar a cabo, por
ejemplo, mediante el algoritmo de homologia local de Smith & Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482 (1981), mediante el
algoritmo de alineamiento por homologia de Needleman & Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443 (1970), mediante la
busqueda con el procedimiento de similitud de Pearson & Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444 (1988),
mediante implementaciones computerizadas de estos algoritmos (GAP, PILEUP, BESTFIT, FASTA, y TFASTA del
paquete de software de Wisconsin Genetics, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI), o mediante
alineamiento manual e inspeccion visual.

[0039] Un ejemplo de algoritmo que es adecuado para determinar el porcentaje de identidad de secuencia (es
decir, similitud o identidad sustancial) es el algoritmo BLAST, descrito en Altschul, J. Mol. Biol. 215:403-410, 1990. EIl
software para llevar a cabo los analisis BLAST esta disponible para el publico en el Centro nacional para la
informacion biotecnoldgica (en Internet en la direccion ncbi.nim.nih.gov/). Este algoritmo supone identificar en primer
lugar los pares de secuencia con la puntuacion més elevada (HSPs) identificando palabras cortas de longitud W en
la secuencia de busqueda, que cumple o satisface unas puntuaciones umbral T con un valor positivo cuando se
alinean con una palabra de la misma longitud en una secuencia de la base de datos. "T" se denomina umbral de
puntuacion de palabras vecinas. Estas coincidencias iniciales de palabras vecinas actuan como semillas para iniciar
busquedas para encontrar HSPs mas largos que las contengan. Estas coincidencias en la palabra a continuacion se
extienden en ambas direcciones a lo largo de cada secuencia tanto como se pueda incrementar la puntuacién de
alineamiento acumulativo. Las puntuaciones acumulativas se calculan utilizando, para las secuencias de
nucleétidos, los parametros M (puntuacion de recompensa para un par de restos coincidentes; siempre > 0) y N
(puntuacion de penalizacién para restos no coincidentes, siempre < 0). La extensién de las coincidencias en la
palabra en cada direccién se detienen cuando: la puntuacidn de alineamiento acumulativo decae en una cantidad X
de su valor maximo conseguido; la puntuacién acumulativa alcanza cero o inferior, debido a la acumulacién de uno o
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mas alineamientos de restos con puntuacion negativa; o se alcanza el final de cualquiera de las secuencias. Los
parametros del algoritmo BLAST, W, T, y X, determinan la sensibilidad y velocidad del alineamiento. En una forma
de realizacién, para determinar si una secuencia de acidos nucleicos esta dentro del alcance de la invencion, se
utiliza el programa BLASTN (para secuencias de nucledtidos) incorporando como parametros por defecto una
longitud de la palabra (W) de 11, una expectacion (E) de 10, M=5, N=4, y una comparacion de ambas cadenas. Para
secuencias de aminoécidos, el programa BLASTP utiliza como parametros por defecto una longitud de la palabra
(W) de 3, una expectacion (E) de 10, y la matriz de puntuacion BLOSUMG62 (véase, por ejemplo, Henikoff, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 89:10915, 1989).

[0040] El algoritmo BLAST también realiza un analisis estadistico de la similitud entre dos secuencias (véase, por
ejemplo, Karlin, Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 90:5873-5787, 1993). Una medida de la similitud proporcionada por el
algoritmo BLAST es la suma de probabilidades mas pequefia (P(N)), que proporciona una indicacién de la
probabilidad de que se pueda producir por azar una coincidencia entre dos secuencias de nucleétidos o
aminoacidos. Por ejemplo, un acido nucleico se considera similar a una secuencia de referencia si la suma de
probabilidades mas baja en una comparacion del acido nucleico de prueba con el acido nucleico de referencia es
inferior a 0,1 aproximadamente, mas preferentemente inferior a 0,01 aproximadamente, y lo més preferentemente
inferior a 0,001 aproximadamente.

[0041] En la invencion también se incluyen polinucleétidos que se hibriden especificamente con una secuencia de
polinucledtidos como la expuesta en la SEQ ID NO: 1 entre el nucleétido 1 y 1867 aproximadamente o uno de sus
fragmentos. La frase "se hibrida selectiva (o especificamente)" se refiere a la unién, la formaciéon de un duplex, o
hibridacion de una molécula a un polinucleétido de referencia particular en condiciones de hibridacion rigurosas. La
frase "condiciones de hibridacién rigurosas" se refiere a condiciones en las que una sonda se hibridara
principalmente con su subsecuencia diana, normalmente en una mezcla compleja de acidos nucleicos, pero no a
otras secuencias. Las condiciones rigurosas dependen de la secuencia y seran diferentes en diferentes
circunstancias, por ejemplo, dependiendo de la longitud de la sonda. Secuencias mas largas se hibridan
especificamente a temperaturas superiores. Una guia exhaustiva para la hibridacién de acidos nucleicos se
encuentra en Tijssen, Techniques in Biochemistry and Molecular Biology--Hybridization with Nucleic Probes,
"Overview of principles of hybridization and the strategy of nucleic acid assays" (1993). Generalmente, las
condiciones rigurosas se seleccionan para que estén aproximadamente 5-10°C por debajo del punto de fusion
térmico (Tm) para la secuencia especifica a una fuerza iénica y un pH definidos. La T, es la temperatura (en
condiciones definidas de fuerza iénica, pH, y concentracién de acidos nucleicos) a la que el 50% de las sondas
complementarias a la diana se hibridan con la secuencia diana en equilibrio (puesto que las secuencias diana estan
presentes en exceso, a Tm, el 50% de las sondas estan ocupadas en equilibrio). Las condiciones rigurosas seran
aquellas en las que la concentracion salina sea inferior a una concentraciéon de iones sodio de 1,0 M
aproximadamente, normalmente una concentracion de iones sodio (u otras sales) de 0,01 a 1,0 M aproximadamente
a un pH de pH 7,0 a 8,3 y la temperatura es de al menos aproximadamente 30°C para sondas cortas (por ejemplo,
de 10 a 50 nucleétidos aproximadamente) y de al menos aproximadamente 60°C para sondas largas (por ejemplo,
mayores a 50 nucledtidos aproximadamente). Las condiciones rigurosas también se pueden conseguir con la adicion
de agentes desestabilizantes tales como la formamida. Para la hibridacién selectiva o especifica, una sefial positiva
(por ejemplo, la identificacion de un acido nucleico de la invencion) es aproximadamente 2 veces la hibridacion de
fondo. Las condiciones de hibridacion "rigurosas" que se utilizan para identificar acidos nucleicos sustancialmente
idénticos dentro del alcance de la invencién incluyen la hibridacion en un tampén que comprende el 50% de
formamida, 5x SSC, y el 1% de SDS a una temperatura comprendida entre 42°C y 65°C, con un lavado de 0,2x SSC
y el 0,1% de SDS a 65°C, para sondas largas. No obstante, como sera evidente para alguien con conocimientos
ordinarios en la materia, las condiciones de hibridacién se pueden modificar dependiendo de la composicién de la
secuencia. "Condiciones de hibridacion moderadamente rigurosas" ejemplares incluyen una hibridaciéon en un
tampon del 40% de formamida, NaCl 1 M, y el 1% de SDS a 37°C, y un lavado en 1X SSC a 45°C. Una hibridacion
positiva es al menos dos veces la hibridacién de fondo. Aquellos con conocimientos ordinarios reconoceran
facilmente que se pueden utilizar condiciones alternativas de hibridaciéon y de lavado para proporcionar condiciones
de rigurosidad similar. Asi, un casete de expresion de la invencion puede incluir un dominio de la sefal de poliA de la
hGHv que se hibride en condiciones de alta rigurosidad a un ADN de cadena sencilla que contenga la secuencia de
nucleétidos de las SEQ ID NO: 18 6 19.

[0042] EI casete de expresion se puede utilizar en forma de construccién de acidos nucleicos desnudos.
Alternativamente, el casete de expresion se puede introducir como parte de un vector de acidos nucleicos (por
ejemplo, un vector de expresién como los descritos anteriormente). Dichos vectores incluyen plasmidos y vectores
viricos. Un vector puede incluir secuencias que flanquean el casete de expresion que incluyen secuencias
homdlogas a secuencias gendmicas eucariotas, tales como secuencias genomicas de mamifero, o secuencias
gendmicas viricas. Esto permitira la introduccién del casete de expresion en el genoma de células eucariotas o de
virus mediante recombinacién homéloga. Por ejemplo, se puede utilizar un vector plasmidico que comprende el
casete de expresion flanqueado por secuencias viricas para preparar un vector virico adecuado para la introduccién
del casete de expresion en un vertebrado, incluyendo células de peces, aves o mamiferos. Las técnicas empleadas
son muy conocidas por la persona experta.

[0043] Se pretende que el término "polinucledtido de interés" cubra moléculas de acidos nucleicos que, al menos,
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se puedan traducir. La molécula puede estar en orientacion codificante o no codificante con respecto al promotor.
Las construcciones en direccién no codificante se pueden utilizar para inhibir la expresiéon de un gen en una célula
segun técnicas muy conocidas. El polinucleétido de interés puede incluir un polinucleétido heterélogo. El término
polinucledtido heterélogo engloba cualquier gen. Un polinucleétido heterdlogo normalmente tiene su origen en una
especie exdgena, en comparacion con el elemento regulador al cual esta unido de manera operable en el casete o
vector de expresion, o si tiene su origen en la misma fuente, es el gen modificado a partir de su forma original. Por
tanto, un polinucleétido heterdlogo unido de manera operable a un promotor procede de una fuente diferente de la
que se obtiene el promotor o, si tiene su origen en la misma fuente, es el promotor modificado a partir de su forma
original. La modificacion de un polinucleétido heterdlogo se puede producir, por ejemplo, tratando el ADN con una
enzima de restriccion para generar un fragmento de ADN que se pueda unir de manera operable al promotor. La
mutagénesis dirigida de sitio también es util para modificar un polinucleétido heterélogo. Los polinucledtidos
heterélogos también pueden incluir genes marcadores (por ejemplo, que codifican para la B-galactosidasa o la
proteina verde fluorescente) o genes cuyos productos regulan la expresion de otros genes. Asi, los polinucleétidos
que sirven como moldes para el ARNm, ARNt y ARNr estan incluidos dentro de esta definicion. El gen heterélogo
también puede ser cualquier variante alélica de un gen de tipo silvestre, o puede ser un gen mutante. El ARNm
opcionalmente incluird parte o todas las regiones 5' y/o 3' flanqueantes transcritas pero sin traducir asociadas de
manera natural, o de otra forma, a la secuencia codificante traducida.

[0044] EI polinucledtido de interés ademas puede incluir opcionalmente los elementos de control de la
transcripcion asociados normalmente a las moléculas transcritas, por ejemplo sefiales de detencién de la
transcripcion, dominios de poliadenilacién y elementos potenciadores en direccion 3'. El polinucleétido de interés
puede codificar o servir como molde para un producto terapéutico, que puede ser, por ejemplo, un péptido,
polipéptido, proteina, o acido ribonucleico. El polinucleétido de interés normalmente es una secuencia de ADN
(como ADNc o ADN gendmico) que codifica para un producto polipeptidico tal como enzimas (por ejemplo, B-
galactosidasa); derivados sanguineos; hormonas; citoquinas; interleuquinas; interferones; TNF; factores de
crecimiento (por ejemplo, IGF-1); moléculas receptoras solubles (por ejemplo, moléculas receptoras del TNF
solubles); neurotransmisores o sus precursores; factores tréficos tales como el BDNF, CNTF, NGF, IGF, GMF,
aFGF, bFGF, NT3 y NT5; apolipoproteinas tales como ApoAl y ApoAlV; distrofina o una minidistrofina; proteinas
supresoras de tumores tales como p53, Rb, Rap1A, DCC y k-rev; factores involucrados en la coagulacion tales como
los factores VII, VIl y IX; o alternativamente toda o una parte de una inmunoglobulina natural o artificial (por ejemplo,
Fab y ScFv, o la cadena ligera o pesada de una IgG clonada).

[0045] Un polinucledtido de interés también puede incluir un molde para la generacion de una molécula en
direccidon no codificante, cuya transcripcion en una célula diana permite la expresion génica o la transcripcion de
ARNm celular a controlar. Dichas moléculas, por ejemplo, se pueden transcribir en una célula diana en ARN
complementarios a los ARNm celulares y asi pueden bloquear su traduccion en proteinas, segun técnicas conocidas
en la materia. En particular, se pueden utilizar moléculas en direccion no codificante para bloquear la produccién de
citoquinas inflamatorias o catabdlicas en el tratamiento de la artritis y pérdida tisular provocada por estas citoquinas.

[0046] La secuencia de polinucleétidos de interés normalmente codificaran un polipéptido para su utilizacion
diagnostica o terapéutica. El polipéptido se puede producir in vitro en biorreactores utilizando diversas células
hospedadoras (por ejemplo, células COS o células CHO o sus derivados) que contienen el casete de expresion de la
invencion. Alternativamente, el casete y/o vector de expresion de la invencion se puede utilizar para la introduccion
de genes, introduccion de proteinas, y/o terapia génica.

[0047] La invencion también se puede utilizar para la expresion de factores y polipéptidos toxicos. Estos ultimos,
en particular, pueden ser venenos celulares (tales como la toxina diftérica, la toxina de pseudomonas y la ricina A),
un producto que induzca sensibilidad a un agente externo (por ejemplo, timidina quinasa y citosina desaminasa) o
alternativamente factores capaces de inducir la muerte celular (por ejemplo, Grb3-3 y ScFv anti-ras).

[0048] Por una utilizacion terapéutica se quiere decir una utilizacion que pueda proporcionar alivio de un trastorno
o enfermedad, curacion de un trastorno o enfermedad, y/o mejora de la gravedad de un trastorno o enfermedad. Una
utilizacion diagndstica incluye la utilizacion de moléculas capaces de determinar o proporcionar informaciéon con
respecto a la causa o la relaciéon de una molécula con un proceso patoldgico o la determinacién de la presencia o
ausencia de un trastorno o enfermedad. Un agente diagnéstico no contribuye directamente a la mejora del trastorno
o enfermedad.

[0049] Un polinucleétido de interés también puede codificar un polipéptido antigénico para su utilizacion como
vacuna. Los polipéptidos antigénicos o moléculas de acidos nucleicos proceden de organismos patégenos tales
como, por ejemplo, una bacteria o un virus. Por ejemplo, los polipéptidos antigénicos incluyen determinantes
antigénicos presentes en los genomas o productos génicos de un organismo patégeno, por ejemplo, septicemia
hemorragica virica, enfermedad renal bacteriana, vibriosis, y forunculosis. Los polipéptidos antigénicos se pueden
seleccionar, por ejemplo, a partir de regiones del genoma y productos génicos del virus de la hepatitis C.

[0050] Como se usa en el presente documento, "aislado", cuando se refiere a una molécula o composicion, tal
como por ejemplo un vector o un casete de expresion de la invencidn, o un polinucleétido de interés, significa que la
molécula o composiciéon se encuentra separada de al menos otro compuesto, tal como una proteina, ADN, ARN, u
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otros contaminantes con los que esta asociada in vivo o en su estado natural. Asi, un polinucleétido de interés se
considera aislado cuando haya sido aislado de cualquier otro componente al cual esta asociado de forma natural. No
obstante, una composicién aislada también puede ser sustancialmente pura. Una composicién aislada puede estar
en estado homogéneo. Puede estar en secol/liofilizada o en disolucidon acuosa. La pureza y homogeneidad se puede
determinar, por ejemplo, utilizando técnicas de quimica analitica tales como, por ejemplo, electroforesis en gel de
poliacrilamida (PAGE), electroforesis en gel de agarosa o cromatografia liquida de alta presion (HPLC).

[0051] Como se usan en el presente documento, los términos "molécula de acidos nucleicos" y "polinucleétido” se
utilizan de manera intercambiable, e incluyen oligonucledtidos (es decir, polinucleétidos cortos). También se refieren
a moléculas de acidos nucleicos sintéticas y/o que no son de origen natural (por ejemplo, que comprenden analogos
de nucledtidos o restos o uniones modificados del esqueleto). Los términos también se refieren a oligonucleétidos
desoxirribonucledtidos o ribonucledtidos en forma de cadena sencilla o de doble cadena. Los términos engloban
acidos nucleicos que contienen analogos de nucleétidos naturales. Los términos también engloban estructuras
similares a los acidos nucleicos con esqueletos sintéticos. Los analogos con esqueletos de ADN proporcionados por
la invencion incluyen fosfodiésteres, fosforotioato, fosforoditioato, metil-fosfonato, fosforamidato, alquilfosfotriéster,
sulfamato, 3'-tioacetal, metileno (metilimino), 3'-N-carbamato, morfolino carbamato, y acidos nucleicos peptidicos
(PNA); véase Oligonucleotides and Analogues, a Practical Approach, editado por F. Eckstein, IRL Press en Oxford
University Press (1991); Antisense Strategies, Annals of the New York Academy of Sciences, Volume 600, Eds.
Baserga y Denhardt (NYAS 1992); Milligan (1993) J. Med. Chem. 36:1923-1937; Antisense Research and
Applications (1993, CRC Press). Los PNA contienen esqueletos no iénicos, tales como unidades de N-(2-aminoetil)
glicina. Las uniones de fosforotioato se describen en los documentos WO 97/03211; WO 96/39154; Mata (1997)
Toxicol. Appl. Pharmacol. 144:189-197. Otros esqueletos sintéticos incluidos por el término comprenden uniones de
metilfosfonato o uniones alternantes de metilenfosfonato y fosfodiéster (Strauss-Soukup (1997) Biochemistry
36:8692-8698), y uniones de bencil-fosfonato (Samstag (1996) Antisense Nucleic Acid Drug Dev 6:153-156).

[0052] Como se usa en el presente documento, "recombinante" se refiere a un polinucleétido sintetizado o
manipulado de otra forma in vitro (por ejemplo, "polinucleétido recombinante"), a procedimientos de utilizacion de
polinucledtidos recombinantes para producir productos en células u otros sistemas bioldgicos, o a un polipéptido
("proteina recombinante") codificada por un polinucleétido recombinante. Los polinucleétidos recombinantes
engloban moléculas de acidos nucleicos procedentes de diferentes fuentes ligadas a un casete o vector de
expresion para la expresion de, por ejemplo, una proteina de fusion; o aquellos producidos por la expresion inducible
o constitutiva de un polipéptido (por ejemplo, un casete o vector de expresion de la invencion unido de manera
operable a un polinucleétido heterdlogo, tal como una secuencia codificante de un polipéptido).

[0053] En un sistema de expresion tipico, la produccion de un polipéptido a partir de un polinucleétido heterélogo
esta no regulada o regulada mediante la modulacién de la transcripcidon a partir de un promotor de la transcripcion
unido de manera operable en direccion 5' de un polinucleétido que codifica el polipéptido heterélogo. No obstante, la
regulacion también se debe producir adecuadamente en direccién 3' con el fin de proporcionar una terminacion de la
transcripcion adecuada y estabilidad al ARNm. En un aspecto de la descripcién, se proporciona un dominio de la
sefal de poliadenilacion (poliA) de una variante de la hormona del crecimiento humana (hGHv) aguas abajo (3') de
un polinucleodtido de interés presente en un casete o vector de expresion de la descripcién. El dominio de la sefal de
poliA de la hGHyv incluye una secuencia derivada de la secuencia genética de la hormona del crecimiento humana.
La secuencia del dominio de la sefial de poliadenilacion de la hGHv proporciona una terminacién de la transcripcion
fuerte e incrementa la estabilidad del ARNm en células eucariotas. Este dominio de la seial de poliadenilacién de la
hGHv proporciona una ventaja caracteristica sobre casetes y/o vectores de expresion previos que incluyen aquellos
que puedan utilizar un promotor/potenciador de CMV.

[0054] También puede haber presentes elementos de traduccion y esté previsto que engloben las secuencias
especializadas (tales como los sitios de unién a ribosomas y los codones de iniciacidon) que son necesarias para
permitir la traduccién de un transcrito de ARN en una proteina. Los elementos de traduccién también pueden incluir
secuencias consenso, secuencias lider, sefales de corte y empalme, y similares, que sirven para facilitar o mejorar
el alcance de la traduccién, o incrementar la estabilidad del producto expresado. Por ejemplo, el dominio de la sefal
de poliadenilacion de la hGHv incrementa la estabilidad del ARNm. Los vectores de la invencién pueden poseer
regiones anciliares de la transcripcién, tales como intrones, sefiales de poliadenilacion, sefales de traduccion de
Shine/Dalgarno y secuencias consenso de Kozak (Shine y col., Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 71:1342-1346 (1974);
Kozak, Cell 44:283-292 (1986)).

[0055] EI término "elementos de replicacion" esta previsto que englobe las secuencias especializadas (tales como
los origenes de replicacion) que son necesarias para permitir la replicacion del vector en una célula receptora. En
general, dichos vectores contendran al menos un origen de replicacion suficiente para permitir la replicacion
auténoma y estable del vector en una célula receptora.

[0056] Para facilitar la seleccion y el mantenimiento de un vector de la invencion, en el vector se pueden incluir uno
0 mas marcadores seleccionables (tales como polinucleétidos que confieran resistencia a antibiéticos, o una
capacidad celular para crecer en medio minimo o en presencia de metabolitos téxicos).
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[0057] En una forma de realizacion adicional, la presente invencion se refiere a células hospedadoras que
contienen las construcciones descritas anteriormente (por ejemplo, el casete o vector de expresion de la invencion).
El casete de expresion de la invencién se puede utilizar para modificar de manera recombinante una célula
hospedadora, transfectando una célula hospedadora o transformando una célula hospedadora para que exprese un
polinucledtido deseado de interés. Como se usa en el presente documento, el término "modificado de manera
recombinante" significa la introduccion de un casete o vector de expresién de la invencién en una célula viva o en un
sistema de expresion. Normalmente, el casete de expresion que comprende un polinucledtido de interés esta
presente en un vector (por ejemplo, un plasmido). Un sistema de expresion incluye una célula hospedadora viva en
la que se haya introducido, como se describe en el presente documento, un polinucleétido de interés, cuyo producto
se debe expresar.

[0058] Las células hospedadoras son células en las que se puede propagar un casete de expresion (incluyendo un
vector que comprende un casete de expresion) y se pueden expresar polipéptidos que codifican productos. Una
célula hospedadora también incluye cualquier progenie de la célula hospedadora objeto o de sus derivados. Se
entiende que toda la progenie puede no ser idéntica a la célula parental puesto que puede haber mutaciones que se
produzcan durante la replicacion. No obstante, dicha progenie esta incluida cuando se utiliza el término "célula
hospedadora". Las células hospedadoras, que son utiles en la invencion, incluyen células bacterianas, células
fungicas (por ejemplo, células de levadura), células de plantas y células animales. Por ejemplo, las células
hospedadoras pueden ser de una célula eucariota superior, tal como una célula de mamifero, o de una célula
eucariota inferior, tal como una célula de levadura, o la célula hospedadora puede ser de una célula procariota, tal
como una célula bacteriana. La introduccion de la construccion en la célula hospedadora se puede llevar a cabo
mediante transfeccion con fosfato de calcio, transfecciéon mediada por DEAE-Dextrano o electroporacion (Davis, L.,
Dibner, M., Battey, |., Basic Methods in Molecular Biology (1986)). Como ejemplos representativos de hospedadores
adecuados, se pueden mencionar: células fungicas, tales como levaduras; células de insectos tales como Drosophila
S2 y Spodoptera Sf9; células animales tales como CHO, COS o melanoma de Bowes; células de plantas, y
similares. La seleccion de un hospedador adecuado se considera que esta dentro de las competencias de aquellos
expertos en la materia a partir de las ensefianzas del presente documento.

[0059] Las células hospedadoras para su utilizacion en la invencién son células hospedadoras eucariotas (por
ejemplo, células de mamifero). En un aspecto de la invencion las células hospedadoras son células de produccion
de mamifero adaptadas por el crecimiento en cultivos celulares. Ejemplos de dichas células utilizadas habitualmente
en la industria son las células CHO, VERO, BHK, HelLa, CV1 (incluyendo Cos; Cos-7), MDCK, 293, 3T3, C127,
lineas celulares de mieloma (especialmente murinas), PC12 y W 138. Las células de ovario de hamster chino (CHO),
que se han utilizado ampliamente para la produccion de diversas proteinas recombinantes complejas, por ejemplo
citoquinas, factores de coagulacion, y anticuerpos (Brasel y col., Blood 88:2004-2012 (1996); Kaufman y col., J.Biol
Chem 263: 6352-6362 (1988); McKinnon y col., J Mol Endocrinol 6:231-239 (1991); Wood y col., J. Immunol
145:3011-3016 (1990)). Las lineas celulares mutantes deficientes en dihidrofolato reductasa (DHFR) (Urlaub y col.,
Proc Natl Acad Sci USA 77:4216-4220 (1980)) son las lineas celulares hospedadoras CHO elegidas debido a que su
eficiente sistema de expresion de genes seleccionables y amplificables de DHFR permite niveles elevados de
expresion de proteinas recombinantes en estas células (Kaufman, Meth Enzymol 185:527-566 (1990)). Ademas,
estas células son faciles de manipular en forma de cultivos adherentes o en suspension y presentan una estabilidad
genética relativamente buena. Las células CHO y las proteinas recombinantes expresadas en ellas han sido
caracterizadas exhaustivamente y aprobadas para su utilizacién en produccién clinica por agencias reguladoras.
Ademas, se contempla que se puedan utilizar células hospedadoras derivadas de cualquiera de las lineas celulares
anteriores y con un fenotipo deseado. Por ejemplo, una célula hospedadora derivada incluye células CHO (por
ejemplo, la linea celular DG44), que se ha cultivado selectivamente para un fenotipo deseado (por ejemplo,
mediante procesos de seleccion positivos y/o negativos).

[0060] En un aspecto de la invencion, se proporciona un sistema de expresion para la produccion in vitro de un
agente codificado por un polinucleétido de interés. Como se describe en el presente documento, el polinucleétido de
interés puede codificar un polipéptido con un valor farmacéutico, médico, nutricional, y/o industrial. Por ejemplo, el
polinucledtido de interés puede codificar un polipéptido con fundamento farmacolégico. Normalmente dicho
polipéptido se expresara en forma de producto extracelular. Por ejemplo, los polipéptidos que se pueden producir
utilizando el casete y/o vector de expresion de la invencion incluyen, pero no estan limitados a, un ligando FIt3, un
ligando CDA40, eritropoyetina, trombopoyetina, calcitonina, ligando Fas, ligando para el activador del receptor de NF-
kappa B (RANKL), ligando que induce la apoptosis relacionada con el TNF (TRAIL), ORK/Tek, linfopoyetina derivada
de estroma timico, factor estimulante de colonias de granulocitos, factor estimulante de colonias de granulocitos-
macrofagos, factor de crecimiento de mastocitos, factor de crecimiento de blastocitos, factor de crecimiento
epidérmico, RANTES, hormona del crecimiento, insulina, insulinotropina, factores de crecimiento similares a la
insulina, hormona paratiroidea, interferones (por ejemplo, interferén ), factores de crecimiento nervioso, glucagon,
interleuquinas 1 a 18, factores estimulantes de colonias, linfotoxina-B, factor de necrosis tumoral, factor inhibidor de
la leucemia, oncostatina-M, diversos ligandos para las moléculas de la superficie celular EIk y Hek (como los
ligandos para las quinasas relacionadas con eph, o LERKS), y las cadenas ligera o pesada de los anticuerpos.

[0061] Los receptores para cualquiera de las proteinas anteriormente mencionadas también se pueden expresar
utilizando los procedimientos y composiciones de la invencion, incluyendo ambas formas del receptor del factor de
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necrosis tumoral (denominadas p55 y p75), receptores de la interleuquina-1 (tipo 1 y 2), receptor de la interleuquina-
4, receptor de la interleuquina-15, receptor de la interleuquina-17, receptor de la interleuquina-18, receptor del factor
estimulante de colonias de granulocitos-macroéfagos, receptor del factor estimulante de colonias de granulocitos,
receptores para el factor inhibidor de la oncostatina-M y la leucemia, activador del receptor de NF-kappa B (RANK),
receptores para TRAIL, receptor del BAFF, receptor de la linfotoxina 8, receptor del TGF tipos | y Il, y receptores
que incluyen los dominios de muerte, tales como Fas o al receptor que induce la apoptosis (AIR).

[0062] Otras proteinas que se pueden expresar utilizando el casete y/o los vectores de expresion de la invencion
incluyen antigenos de cumulos de diferenciacion (denominados proteinas CD), por ejemplo, los descritos en
Leukocyte Typing VI (Proceedings of the VIth International Workshop and Conference; Kishimoto, Kikutani y col.,
eds.; Kobe, Japon, 1996), o moléculas CD descritas en talleres posteriores. Ejemplos de dichas moléculas incluyen
CD27, CD30, CD39, CD40, y sus ligandos (ligando de CD27, ligando de CD30 y ligando de CD40). Varios de estos
son miembros de la familia de receptores TNF, que también incluye a 41BB y OX40; los ligandos a menudo son
miembros de la familia TNF (como son el ligando 41BB y el ligando OX40); por consiguiente, los miembros de las
familias TNF y TNFR también se pueden expresar utilizando la invencién.

[0063] Los polipéptidos que son enzimaticamente activos también se pueden expresar segun la invencion. Los
ejemplos incluyen miembros de la familia de metaloproteinasas-desintegrinas, diversas quinasas,
glucocerebrosidasa, superdxido dismutasa, activador del plasmindgeno tisular, factor VIII, factor IX, apolipoproteina
E, apolipoproteina A-l, globinas, un antagonista de IL-2, anti-tripsina a-1, enzima conversora del TNF-a (TACE), y
numerosas otras enzimas. Los ligandos para proteinas enzimaticamente activas también se pueden expresar
utilizando el casete y vector de la invencion.

[0064] Las composiciones y procedimientos de la invencion también son utiles para la expresion de otros tipos de
proteinas y polipéptidos recombinantes, incluyendo moléculas de inmunoglobulina o fragmentos de las mismas y
anticuerpos quiméricos (por ejemplo, un anticuerpo con una regién constante humana acoplada a una regiéon murina
de unién al antigeno) o fragmentos de los mismos. Se conocen numerosas técnicas mediante las cuales ADN que
codifican moléculas de inmunoglobulina se pueden manipular para dar ADN que codifican proteinas recombinantes
tales como anticuerpos de cadena sencilla, anticuerpos con una afinidad mejorada, u otros polipéptidos basados en
anticuerpos (véase, por ejemplo, Larrick y col., Biotechnology 7:934-938 (1989); Reichmann y col., Nature 332:323-
327 (1988); Roberts y col., Nature 328:731-734 (1987); Verhoeyen y col., Science 239:1534-1536 (1988); Chaudhary
y col.,, Nature 339:394-397 (1989)). Los anticuerpos humanizados clonados incluyen aquellos que se unen
especificamente al receptor de la linfotoxina B e integrinas tales como VLA-1, VLA-4, y avB6. Dichos anticuerpos
pueden ser agonistas o antagonistas.

[0065] Las diversas proteinas de fusidon también se pueden expresar utilizando los procedimientos y
composiciones de la invencién. Ejemplos de dichas proteinas de fusién incluyen proteinas expresadas como fusion
con una porcion de una molécula de inmunoglobulina, proteinas expresadas como proteinas de fusién con una resto
de cremalleras, y nuevas proteinas polifuncionales como proteinas de fusion de una citoquina y un factor de
crecimiento (por ejemplo, GM-CSF y IL-3, MGF y IL-3). Los documentos WO 93/08207 y WO 96/40918 describen la
preparacion de diversas formas oligoméricas solubles de una molécula denominada CD40L, incluyendo una proteina
de fusion de inmunoglobulina y una proteina de fusion de cremallera, respectivamente; las técnicas descritas en
dichos documentos son aplicables a otras proteinas.

[0066] Una vez expresado el polinucledtido de interés, el producto de expresion (por ejemplo, una proteina o
polipéptido) se puede purificar utilizando técnicas habituales en la materia. Por ejemplo, cuando el polinucleétido de
interés codifica un polipéptido de fusion que comprende un marcador de purificacion, el polipéptidos se pueden
purificar utilizando anticuerpos que se unan especificamente al marcador. En un aspecto, un oligonucleétido que
codifica una molécula marcador esta ligado al extremo &' o 3' de un polinucleétido de interés que codifica un
polipéptido deseado; el oligonucleétido puede codificar una poliHis (tal como una hexaHis), u otro "marcador” tal
como FLAG, HA (hemaglutinina del virus de la gripe) o myc para los que existen anticuerpos disponibles
comercialmente. Normalmente este marcador se fusiona al polipéptido tras la expresion del polipéptido, y puede
servir como medio para la purificacion por afinidad del polipéptido deseado a partir de la célula hospedadora. La
purificacion por afinidad se puede conseguir, por ejemplo, en cromatografia en columna utilizando anticuerpos contra
el marcador como matriz de afinidad. Opcionalmente, el marcador se puede retirar del polipéptido purificado
posteriormente por diversos medios tales como escision proteolitica.

[0067] El casete y los vectores de expresion de la invencion se pueden utilizar para proporcionar una transferencia
estable de un polinucleétido de interés en una célula hospedadora. Una transferencia estable significa que el
polinucledtido de interés se mantiene continuamente en el hospedador. El casete o vector de expresion de la
invencion también puede proporcionar una expresion transitoria de un polinucleétido de interés en una célula
hospedadora. Las células hospedadoras transfectadas de manera transitoria pierden el ADN exdgeno durante la
replicacion celular y el crecimiento.

[0068] Se puede utilizar un casete de expresion de la invencién para introducir un agente terapéutico en un ser
humano o un animal que necesite tratamiento. Alternativamente, el casete de expresion de la invencion se puede
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utilizar para introducir un agente que codifica polipéptidos potencialmente inmundégenos in vivo con el fin de vacunar
a un sujeto (por ejemplo, un ser humano), particularmente para la vacunacion de animales domesticados incluyendo
animales para el consumo como especies de peces, porcinas, equinas, bovinas, caninas, y felinas.

[0069] EI casete de expresion de la invencion se puede administrar directamente en forma de construccion de
acidos nucleicos desnudos, normalmente que comprende secuencias flanqueantes homologas al genoma de la
célula hospedadora. La captacion de construcciones de acidos nucleicos desnudos por células de vertebrados se
potencia mediante diversas técnicas conocidas incluyendo la transformacion biolistica y la lipofeccion.

[0070] Alternativamente, el casete de expresién se puede administrar como parte de un vector, incluyendo un
vector plasmidico o un vector virico.

[0071] Normalmente el casete o vector de expresion se combina con un vehiculo o diluyente farmacéuticamente
aceptable para producir una composicién farmacéutica. Los vehiculos y diluyentes adecuados comprenden
soluciones salinas isoténicas incluyendo, por ejemplo, tampdn fosfato salino. La composicion que comprende el
casete o vector de expresién se puede formular para diversos tipos de administracion incluyendo, por ejemplo,
administracion por via intramuscular.

[0072] Cuando la composicidon que comprende el casete o vector de expresion se utiliza en forma inyectable,
normalmente se mezcla con un vehiculo que es farmacéuticamente aceptable para una formulacién inyectable para
su inyeccién directa en el sitio a tratar. El vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable puede estar, por
ejemplo, en una disolucion isotdnica estéril. La composicion que comprende el casete o vector de expresion también
se puede formular en una forma oralmente activa.

[0073] La formulacion definitiva utilizada puede ser determinada facilimente por la persona experta y variara
dependiendo de la naturaleza de la sustancia a administrar y la via de administracion.

[0074] La dosificacion de la sustancia utilizada se puede ajustar segun diversos parametros, especialmente segun
la sustancia utilizada, la edad, el peso y condiciones del sujeto a tratar, el modo de administracion utilizado y el
régimen clinico requerido. El facultativo serd capaz de determinar la via de administracion y las dosificaciones
necesarias para cualquier sujeto y dolencia particular.

EJEMPLOS
Construccién de un vector pV10

[0075] En la Figura 1 se indican detalles adicionales de la construccién de pV10. Se aisl6 ADN gendémico a partir
de fibroblastos diploides humanos infectados con la cepa AD 169 de citomegalovirus humano (ATCC No. VR-538) y
se utiliz6 como molde para amplificar por PCR la region promotora/potenciadora inmediata temprana del gen 1 de
CMV (CMV IE1 P/E) (véase Figura 11 (B) (SEQ ID NO: 1) para los detalles de la 5'UTR del gen IE1 de CMV). El
promotor se amplificé utilizando cebadores que contienen un sitio Hindlll en el extremo 5'-terminal (ttt AAGCTT
GACATTGATTATTGACTAG; SEQ ID NO: 2; sitio de restriccion subrayado) y un sitio BamHI en el extremo 3'-
terminal (tttt GGATCC CTGTCAAGGACGGTGACTGC; SEQ ID NO: 3; sitio de restriccion subrayado). Los
nucledtidos terminales "t" que preceden al sitio de restriccion estan incluidos en el disefio de los oligonucledtidos
para facilitar la digestion con enzimas de restriccion y se eliminan en la etapa de clonacion.

[0076] Todas las reacciones de PCR se realizaron en el termociclador DNA engine PTC-200 Pelier (MJ Research,
Watertown, MA). El volumen de reaccion total fue de 100 pl: tampén de la polimerasa Vent NEB 1X (KCI 10 mM, Tris
20 mM pH 8,8 a 25°C, (NH4)SO4 10 mM, MgSO4 2 mM, 0,1% de Triton X-100), dNTP 2,5 mM, 2 unidades de ADN
polimerasa Vent (New England Biolabs, Beverly, MA), 1 ug de cada cebador, 1 ug de ADN gendmico aislado de las
células infectadas por CMV como molde. Las condiciones de reaccion fueron las siguientes: 99°C durante 1 minuto,
55°C durante 30 segundos, 75°C durante 1,5 minutos durante 15 ciclos. El fragmento resultante se digirié con las
enzimas de restriccion BamHI y Hindlll (New England Biolabs) y se subcloné en el vector de clonacion pUC19
digerido con BamHI y Hindlll. Se determiné el andlisis de la secuencia del inserto y era consistente con la secuencia
publicada de la regién promotora/potenciadora IE1 de CMV clonada.

Construccion de un vector pV40

[0077] La construccion de pV40 se indica en la Figura 2. ElI 3'UTR del gen hGHv que incluye la sefial de poliA se
amplificé por PCR a partir de ADN gendmico aislado de fibroblastos humanos. La hebra (+) del cebador 5'
(TTTTGGATCCCTGCCCGGGTGGCATCC; SEQ ID NO: 20) contenia un sitio de restriccion BamHI terminal y la
hebra (-) del cebador 3' contenia un sitio EcoRI terminal (TTTTGAATTCATGAGAGGACAGTGCCAAGC; SEQ ID
NO: 21). Las condiciones de la PCR fueron las mismas que las descritas para la construccion de pV10. El fragmento
resultante de la PCR se digiri6 con BamHI y EcoRl, se purificé en gel y se ligd en el vector pV10 digerido con BamHI
y EcoRI. El plasmido resultante, designado pV40, se verificdé por andlisis con enzimas de restriccion. La
secuenciacion posterior indicaba que un pequefio nimero de diferencias en los nucleétidos entre la 3'UTR de este
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gen hGHv (SEQ ID NO: 19) y la secuencia publicada del gen hGHv en el GenBank con el No. de Acceso K00470
(SEQ ID NO: 18). Al menos algunos de los cambios se deben a variaciones alélicas.

Construccion de un vector pV70

[0078] El vector pV40 se digiri6 con BspE1 y Hpal para eliminar una secciéon de 317 nucleétidos de la region del
intron A (IVS) (véase, por ejemplo, las Figuras 2 y 3). El vector pV60 se genero por ligacion de extremos romos en
BspEl-Hpal de la regiéon codificante de dhfr de pV40. El vector de expresion pV70 contiene la region
promotora/potenciadora principal inmediata temprana del gen 1 de citomegalovirus humano (hCMV IE1) para regular
la transcripcién. También contiene el 5’'UTR de hCMV IE1 y el intrén A, en donde el intrdn contiene una supresion de
317 pares de bases. Para la terminacién de la transcripcion, el vector contiene la regién de la variante de
poliadenilacion de la hormona del crecimiento humana (hGHv poli A), SEQ ID NO: 19. La construccién de pV40,
pV60, y pV70 se detalla a continuacién y se describe en profundidad en las figuras.

A. Generacién de pXLC.1

[0079] Un producto de PCR que contiene una secuencia codificante de la cadena ligera para un anticuerpo se
digiri6 con BamHI y se clon6 en un sitio BamHI unico en el vector de expresion pV70 (Figura 3). La region codificante
de la cadena ligera se insertd en un sitio BamHI Unico entre la secuencia 5'UTR en el extremo 3’ del intrén hCMV
IE1 y el extremo 5' de la region poliA de hGHv. Este plasmido fue designado pXLC.1. La Figura 4 muestra un
esquema de la generacion del vector pXLC.1.

B. La adicién de un neo casete - pXLC.2

[0080] Un (neo) casete de expresidon de neomicina transferasa se introdujo en pXLC.1 para actuar como marcador
seleccionable (Figura 5). El neo casete se preparé como fragmento BamHI/EcoRI a partir de un plasmido disponible
comercialmente denominado pGT-N28 (New England Biolabs, Catalogo # 307-28). En este plasmido, el neo gen
esta dirigido por el promotor de la fosfoglicerato quinasa (PGK) y termina en un sitio de poli-adenilacion PGK. El
extremo BamHI en el extremo 5’ del neo casete se convirtid en un extremo Narl utilizando los oligos adaptadores
siguientes:

EcoRI
compatible con BamHI GATCGAT GAATTC GG (SEQ ID NO: 4)
CTACTTAAGCCGC (SEQ ID NO: 5) compatible con Narl

[0081] Con estos enlazadores, también se afadié un nuevo sitio EcoRI. El adaptador se ligd en primer lugar al neo
fragmento cortado con BamHI/EcoRl, y el fragmento Narl/EcoRI convertido se cloné en pXLC.1 digerido con Narl y
EcoRI. De esta manera el neo casete de expresion se inserté en el extremo 3' de la secuencia de la cadena ligera
del plasmido. Este plasmido fue designado como pXLC.2 (Figura 5).

Construccion del vector de expresion de la cadena pesada - pXHC.5

A. RT-PCR de la cadena pesada

[0082] La cadena pesada se amplificé a partir de la reaccién de RT-PCR utilizando el cebador 5 de la PCR
TTTTGGATCC ATG TACTGGGTGAAGCAG (SEQ ID NO: 6), en donde la secuencia en cursiva es una region
enlazadora afiadida con un sitio BamHI, y las bases subrayadas corresponden a la segunda metionina en la
secuencia codificante de la cadena pesada. El cebador 3' de la PCR utilizado, GCCCGGATC CTC
ATTTACCCGGAGACAG (SEQ ID NO: 7), también contiene una regién enlazadora afadida con un sitio BamHI
(cursiva) y una secuencia que corresponde a la secuencia codificante de la cadena pesada que incluye el codon de
terminacion (subrayado). Se obtuvo el producto esperado de la PCR de 1268 pares de bases.

B. Construccién de pXHC

[0083] Debido a que el cebador 5' de la PCR utilizado se hibridé con el segundo codén ATG en la region
codificante en lugar de con la regién codificante de iniciacion ATG contenida en el producto de la PCR, la region
codificante de la cadena pesada estaba incompleta. El fragmento BamHI, que contiene la cadena pesada
incompleta, se cloné en el plasmido pV60 (Figura 6). Este vector es idéntico a pV70 (descrito anteriormente),
excepto por que contiene la region codificante dhfr en el sitio de la supresion en el intron. La region codificante de la
cadena pesada se insertd en un sitio BamHI Unico entre la secuencia 5' sin traducir en el extremo 3' del intron hCMV
IE1 y el extremo 5' de la regidn de poliA de la variante hGHv. Este plasmido, con la cadena pesada incompleta, se
designé como pXHC.

C. Complecion de la secuencia codificante de |la cadena pesada - pXHC.1

[0084] La region codificante que faltaba en la secuencia de la cadena pesada se inserté en pXHC para generar el
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plasmido denominado pXHC.1 (Figura 7). Para ello, se generé un fragmento por PCR utilizando como molde un
plasmido que contiene la secuencia codificante para el anticuerpo. El cebador 5' de la PCR utilizado fue:

Pstl BamHI

TTTTCTGCAGTCACCGTCCTTGACACGGGATCCATGGACTGGACCTTGGAGGG (SEQ ID NO: 8). La secuencia
en cursiva corresponde al extremo &' de la secuencia pXHC del sitio BamHI y la secuencia en negrita corresponde a
la secuencia de partida dos bases antes del codén de iniciacion de la secuencia de cadena pesada. El cebador 3'
utilizado fue CTGAGGAGACGGTGACCAGGGTCCCTTGGCCCC (SEQ ID NO: 9). Este cebador se hibrida con el
extremo del primer exén, la region variable de la cadena pesada. Tal y como se esperaba se obtuvo un producto de
PCR de 445 pares de bases, cortado con Pstl y Stul. El fragmento Pstl/Stul se cloné en pXHC cortado con Pstl y
Stul para dar pXHC.1.

D. Eliminacién del dhfr intrénico - pXHC.3

[0085] pXHC.1 contenia un gen dhfr en el intron hCMV |E 1. Debido a problemas potenciales con la amplificacion
encontrados con esta configuracién, el gen dhfr se elimind del intrén y se insertdé un casete de expresiéon en 3' del
casete de la cadena pesada (Figura 8). El primer paso fue la eliminacion del gen dhfr del intrén. Esto se consiguié
cortando la secuencia codificante de la cadena pesada de pXHC.1 como un fragmento Pstl/EcoRI y su clonacién en
el plasmido pXLC.1 cortado con las mismas enzimas. Esta etapa de clonaciéon simplemente intercambioé la cadena
ligera por la cadena pesada en el plasmido. El plasmido resultante era idéntico a pXHC.1 excepto por que el intrén
que contiene el gen dhfr fue sustituido por un intrén con una supresién como se ha descrito anteriormente para
pXLC.1. Este plasmido de la cadena pesada fue designado como pXHC.3 (Figura 8).

E. Insercion del casete dhfr - pXHC.5

[0086] La segunda etapa en la alteracion de la configuracion de dhfr fue la insercidén del casete de expresion de
dhfr en 3' del casete de expresion de la cadena pesada (Figura 9). El casete de expresion de dhfr se obtuvo del
plasmido pSI-DHFR sobre un fragmento Bgll/BamHI e incluye un promotor temprano de SV40, el gen dhfr y una
region poliA de SV40. Este fragmento se clond en el sitio EcoRlI localizado en el extremo 3' de la region poliA de
hGHv de pXHC.3 utilizando los oligos adaptadores siguientes:

Sall
compatible con EcoRI AATTC GTCGAC A (SEQ ID NO: 10)
GCAGCTGTCTAG (SEQ ID NO: 11) compatible con BamHI/Bglil

Este adaptador se ligd en primer lugar al plasmido cortado con EcoRI y a continuacion el casete de dhfr Bglll/BamHI
se ligo al plasmido adaptado. Este plasmido fue designado como pXHC.5 (Figura 9).

Caracterizacion de pXLC.2 y pXHC.5

[0087] Ambos plasmidos se analizaron utilizando enzimas de restriccion para confirmar la presencia y orientacion
de los fragmentos insertados. Ademas, la regidn de codificacion de los plasmidos se secuencioé para verificar que no
se habian acumulado mutaciones durante la PCR o las etapas de clonacién.

[0088] La presencia de un neo marcador de seleccién funcional se confirmé mediante la transfeccion de pXLC.2
en células CHO y que demuestran resistencia a G418. La capacidad para llevar a cabo una selecciéon doble se
demostré cuando los plasmidos pXLC.2 y pXHC.5 se co-transfectaron en un hospedador CHO DG44 adaptado libre
de suero. Las colonias crecieron a partir de la co-transfeccion en un medio de seleccién doble (a - MEM 10% al
dFBS con 400 mg/ml de G418). En las mismas condiciones, cualquiera de las dos selecciones solas fue capaz de
matar a las células sin transfectar (a - MEM o 400 mg/ml de G418).

Construccién de los vectores: pV80y pV90

[0089] pV80 se generd a partir del vector de expresion de la cadena pesada pXHC.5 (Figura 10). La secuencia
codificante de la cadena pesada se eliminé de pXHC.5 utilizando BamHI. El esqueleto se ligd para recircularizarlo en
el sitio BamHI.

[0090] Se introdujeron dos alteraciones en el vector pV80 para generar pV90 (Figura 11). Se destruyo el sitio Notl
que se encuentra en la construccion pV80 en posicion 3166 (al final de la regidon codificante dhfr, véase secuencia
adjunta). Para conseguirlo, el plasmido se digiri6 con Notl y los flecos se "rellenaron” usando la polimerasa Klenow.
Como resultado, el plasmido religado habia perdido el sitio Notl en posicion 3166. A continuacion se credé un nuevo
sitio Notl en el sitio de clonacién por digestion del vector con BamHI y la introduccion de un enlazador Notl con la
hibridacion del siguiente 14-mero consigo mismo: GATCCGCGGCCGCG (SEQ ID NO: 12). Cuando se hibridan
juntos, la secuencia enlazadora es:
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Notl
compatible con BamHI GATCC GCGGCCGC (SEQ ID NO: 13)
CGCCGGCGCCTAGG (SEQ ID NO: 14) compatible con BamHI

[0091] Esta etapa de clonacion recrea los sitios BamHI a cada lado del sitio Notl. Estos sitios BamHI pueden ser
utiles en el analisis genético de lineas celulares estables generadas con este vector. La secuencia del sitio de
clonacién de pV90 se confirmé por analisis de la secuencia.

[0092] En el vector pV80 se puede clonar un polinucledtido (por ejemplo, una secuencia codificante) en el sitio
BamHI GGATCC CTGCCCGGGT (SEQ ID NO: 15). La secuencia en negrita representa el sitio BamHI. En el vector
pV90 se puede clonar un polinucleétido (por ejemplo, una secuencia codificante) en el sitio BamHI o Notl GGATCC
GCGGCCGC GGATCC CTGCCCGGGT (SEQ ID NO: 16). Aqui, la secuencia en negrita representa el sitio BamHI y
la secuencia subrayada representa el sitio Notl. Para obtener resultados 6ptimos cuando se utiliza el sitio Notl, se
debe afiadir una "C" antes del codén de iniciacion en los cebadores de la PCR para un mejor ajuste a la secuencia
de Kozak (por ejemplo, GGATCC GCGGCCGC C ATG (SEQ ID NO: 17)).

Sitios de restriccion en pV80 y pV90
[0093] pV80 y pVI0 son idénticos con la excepcion de los sitios de restriccion Notl: pV80 tiene un Unico sitio Notl
en posicidon 3166 (extremo de la regidon codificante dhfr) y pV9O0 tiene un unico sitio Notl en posicion 1260 (sitio de

clonacion).

[0094] Los sitios de restriccion habituales, de los que se encontraron 2 o menos, incluyen aquellos enumerados en
la Tabla 1.

Tabla 1
Aatl(1) 2274 Apal(1) 1733 AspEI(2) 1382,4807 BamHI(1) 1254
Bsgl(1) 1494 BsiXI(1) 3404 Clal(1) 3404 Egel(1) 3585
Hindlll (2) 2293, 6059  Hpal(1) 3308 Kasl(1) 3585 Kpn2l(1) 1121
Kpnl (2) 1927, 3144 Narl (1) 3585 Ndel (2) 254, 3637 Nhel (1) 2557
Notl(1) véase mas arriba Pstl (2) 1231, 2331 Pvul (2) 3544, 4440 Sacl (2) 585, 2819
Sacll(2) 673, 1258 Smal(2) 1271, 3161 Spel(1) 20 Stul(1) 2274
Xbal (1) 3150 Xhol (1) 3127 Xmal (2) 1271, 3161

No se encontraron los siguientes sitios de corte con enzimas habituales:

Tabla 2

Aatll Afal Afel Agel Alul ApalLl AspHI Aspl Aval Avall BsiWl Dpnl
Dpnll Dral Drall Dralll Eael Eagl Earl EcoRI EcoRV Fspl Haell Haelll
Hincl Hpal Nael Ncol Ndell Nspl Pacl Sall Sphl  Xholl Xmalll

Clonacion de los genes informadores

[0095] El casete/vector de expresion que incluye el IE1 CMV, un fragmento del intron A, y la construccion de poliA
de la hGHv se comparé con un vector de alta expresion basado en SV40 disponible comercialmente.

[0096] La fosfatasa alcalina secretada (SEAP) se utilizé como informador para la comparacion de los plasmidos. El
vector de expresion basado en SV40, control pSEAP2 (Cat. # 6052-1, Clontech), expresa la SEAP bajo el control del
promotor temprano de SV40 y el potenciador de SV40. A la secuencia codificante de la SEAP le sigue la sefial de
poliadenilacion tardia de SV40 para asegurar el procesamiento adecuado y eficaz del transcrito SEAP en células
eucariotas. Un bloqueador sintético de la transcripcion (TB), compuesto por sitios de pausa de la poliadenilacion y la
transcripcion adyacentes, que se encuentra en direccion 5 del MCS reduce la transcripcion de fondo. El vector
incorpora una serie de caracteristicas que mejoran la sensibilidad de la SEAP mediante el aumento de la eficacia de
la expresion de SEAP o que mejoran la utilidad de los vectores. Estos incluyen: un sitio de iniciacion de la traduccion
consenso de Kozak mejorado; la eliminacién del pequefio intrén t de SV40, que puede causar un procesamiento
alternativo criptico y la expresiéon reducida en algunos genes y/o tipos celulares; el intercambio entre la sefial de
poliadenilacién temprana a tardia de SV40, que normalmente provoca un incremento de cinco veces en los niveles
de ARNm; un sitio de clonacién multiple expandido (MCS); un tamafio compacto del plasmido, y la eliminacién de
secuencias extrafnas de la regién 3' sin traducir del ARNm de la SEAP. Numero de acceso del GenBank U89938.

[0097] Con el fin de generar el plasmido pCMV-hGHVPA-SEAP, la secuencia codificante de SEAP se extrajo a
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partir del plasmido control pSEAP2 por PCR y se cloné en un vector pV110. El plasmido pV110 es un derivado de
pVa0 (sin casete de expresion de dhfr, un polienlazador diferente, pero por lo demas idéntico). La construccion del
plasmido pCMV-hGHvVPA-SEAP se verificd por secuenciacion.

[0098] EI hospedador utilizado para las transfecciones fue la linea celular DG44 de ovario de hamster chino
deficiente en dihidrofolato reductasa (DHFR) (Urlaub y col., Cell 33, 405-412 (1983)). Los plasmidos informadores
CMVSEAP vy control pSEAP2 se co-transfectaron con un plasmido que codifica la dihidrofolato reductasa (DHFR) de
manera que se pudieron seleccionar transfectantes estables para (PSI-DHFR.2, Figura 12). Cada transfeccion
contenia 50 ug de un plasmido informador y 5 ug de PSI-DHFR.2. Todo el ADN se prepar6 con el kit Megaprep Kit
(Qiagen). Antes de la transfeccion, el ADN se precipité con EtOH, se lavo en EtOH al 70%, se seco, se resuspendio
en HEBS (Hepes 20 mM, pH 7,05, NaCl 137 mM, KCI 5 mM, Na;HPO4 0,7 mM, dextrosa 6 mM), y se cuantificd
antes de la transfeccion. Los controles negativos incluyen pUC18 (ATCC N° 37.253) como control informador y una
transfeccion sin ADN como control de la transfeccion (Tabla 3).

[0099] Las células y el ADN se transfectaron por electroporacion en 0,8 ml de HEBS utilizando una cubeta de 0,4
cm (BioRad) en 0,28 kV y 950 mF. Se utilizaron 5 x 10° células para cada transfeccion. Después del pulso de
electroporacion, las células se dejan incubar en la cubeta durante 5-10 minutos a temperatura ambiente. A
continuacion se transfirieron a un tubo de centrifuga que contiene 10 ml de a-MEM con nucledsidos y dFBS al 10% y
se sedimentaron a 1000 rpm durante 5 min. Los precipitados resuspendidos se sembraron en placas de 6 pocillos en

a-MEM sin nucledsidos con dFBS al 10% y se incubaron a 36°C con CO; al 5% en un incubador humidificado hasta
formar colonias.

Plasmido informador (50 pg de | Plasmido DHFR (5 pg de cada uno) | N° de transfecciones

cada uno)

pSEAP2-control pSIDHFR.2 3

pCMVSEAP pSIDHFR.2 1

pUC18 pSIDHFR.2 1

Sin ADN Sin ADN 1
[0100] Aproximadamente 2 semanas después de la transfeccion, se habian formado colonias en las transfecciones

que contienen el plasmido pSIDHFR.2 solamente. Se analizaron transfectantes estables, como fracciones reunidas o
aislados. La productividad especifica se evalué en ensayos en los que el medio se intercambié por medio fresco y 24
horas después se tomaron muestras del medio y las células se sometieron a recuento. El titulo de producto se
normalizé para el nimero de células al final del ensayo de 24 horas, y las productividades se expresaron como
actividad SEAP por célula.

[0101] Ensayo de la SEAP. Se analiz6 medio acondicionado utilizando el sistema Great EscAPe™ SEAP Reporter
System 3 (Clontech). Este ensayo utiliza un sustrato fluorescente para detectar la actividad SEAP en el medio
acondicionado. El kit se utilizé en un formato de 96 pocillos de acuerdo con las instrucciones del fabricante, con las
siguientes excepciones. El tampdn de ensayo del kit se sustituyd por dietanolamina 1,5 M, MgCI2 0,75 mM, L-
homoarginina 15 mM, y 10% de Emerald Il (Cat. # 9761, Applied Biosystems). Todos los patrones y las muestras se
diluyeron en medio fresco en lugar del tampdén de dilucién previsto. En vez de hacer una lectura después de 60
minutos, se tomaron lecturas miltiples a intervalos de 10-20 min y se utilizaron para expresar la actividad SEAP
como unidades relativas de fluorescencia por minuto (RFU/min). El filtro de emision para el lector de placas
(Cytofluor Il, PerSeptive Biosystems) se encontraba a 460 nm en lugar de a los 449 nm recomendados.

[0102] Los valores de RFU/min se normalizaron a una curva patron basada en un patron suministrado con el kit.
Debido a que el patron proporcionado no estaba cuantificado, todos los valores son relativos. Estos valores relativos
se normalizaron al numero de células y al periodo de incubacién para generar productividades relativas especificas
(actividad SEAP por célula y dia).

[0103] Fracciones reunidas. Después de la aparicion de colonias, las células procedentes de cada transfeccion se
recogieron y se reunieron. Las fracciones reunidas se sembraron a ~2x10° células por pocillo en placas de 6
pocillos. Al dia siguiente, el medio se cambid por 2 ml de medio fresco. Después de 24 horas las células se contaron
y se utilizé una muestra del medio para evaluar la actividad SEAP. Los resultados de los ensayos de las fracciones
reunidas se muestran en la Figura 13.

[0104] Aislados. Los aislados se obtuvieron "recogiendo” colonias de la transfeccién. La "recoleccion” se consiguio
aspirando directamente sobre una colonia con una pipeta P200 Pipetman™ fijada a 50 ml. La colonia aspirada se
transfirid en primer lugar a una placa de 48 pocillos y a continuacion a una placa de 6 pocillos cuando un nimero
suficiente de células. Las productividades especificas se evaluaron en placas de 6 pocillos a densidades celulares
de casi confluencia a confluencia utilizando el ensayo de 24 horas descrito anteriormente (Figura 14).

[0105] Como se resume en las Figuras 13 y 14, un vector de expresion basado en la combinacién de un promotor
de CMV IE y un dominio de la sefal de poliA de la hGHv fue muy superior a un vector comercialmente disponible
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que presume de altas capacidades de expresion.
LISTADO DE SECUENCIAS
[0106]

<110> Biogen Idec Inc.

<120> CASETE Y VECTOR DE EXPRESION PARA LA EXPRESION TRANSITORIA O ESTABLE DE MOLECULAS
EXOGENAS

<130> 13751-013WO1

<150> US 60/448.179

<151>2003-02-14

20

17

<160> 21

<170> FastSEQ para Windows Version 4.0

<210>1

<211> 6069

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 1
agcttgacat tgattattga ctagttatta atagtaatca attacggggt cattagttea 60
tageccatat atggagttcocce gegttacata acttacggta aatggccecge ctggetgacco 120
gccecaacgac ccccgcccat tgacgtcaat aatgacgtat gttcecccatag taacgecaat 180
agggactttc cattgacgtc aatgggtgga gtatttacgyg taaactgeccc acttggeagt 240
acatcaagtg tatcatatgec caagtacgcc ccctattgac gtcaatgacg gtaaatggce 300
cgoctggeat tatgeccagt acatgaccett atgggacttt cctacttgge agtacatcta 360
cgtattagtec atcgctatta ccatggtgat gecggttittgg cagtacatca atgggegtgg 420
atageggttt gactcacgygg gatttccaag tcteccacece attgacgtea atgggagttt 480
gttittggeac caaaalcaac gggactitec aaaaltgtegl aacaactccecg ccccattgac 540
gcaaatggge ggtaggegty tacggtggga ggtctatata agcagagetce gtttagtgaa 600
ccgtcagate geoctggagac gocatccacg ctgttttgac ctecatagaa gacaccggga 6560
ccgatccage ctecgeggee gggaacggtyg cattggaacyg cggaticcce gtgccaagag 720
tgacgtaagt accgeectata gagtcectatag geccacccce tiggetictt atgeatgeta T80
tactgttttt ggettggggt ctatacacce cegettecte atgttatagg tgatggtata 840
gettagoecta taggtgtggg ttattgacca ttattgaceca ctccectatt ggtgacgata 800
ctttecatia ctaatccata acatggctet ttgecacaac tctotttatt ggetatatge 960
caatacactg tccttcagag actgacacgg actctgtatt tttacaggat ggggtcectcat 1020
ttattattta caasattcaca tatacaacac caccgtccce agtgccegea gtittttatta 1080
aacataacgt gggatctcca cgcgaatctc ggagtacgtght tccggaacgg tggagggcag 1140
tgtagtctga gcagtactcg ttgctgccge gcgocgecacc agacataata gctgacagac 1200
taacagactg ttoctticeca tgggtetttt ctgocagtcac cgtecttgac acgggatecg 1260
cggecgegga tecctgeceqg ggtggecatceo ctgtgaccee tecececagtge ctectectggt 1320
cgtggaaggt gctactcecag tgcecaccag ccttgtocta ataaaattaa gttgeatcat 1380
tttatttgac taggtgtcct tgtataatat tatggggtgg aggcgggtgg tatggageaa 1440
ggggcaggtt gggaagacaa cctgtaggge cttcagggte tattgggaac caggcectggag 1500
tgeagtggeca cgatcechttgge tegetgcaat ctecgectee tgggttocaag cgatteteoct 1560
gcectcagtct coccgaatagt tgggattcca ggcatgcacg accaggctca getaattttt 1620
gtatttttgg tagagacggg gtttcaccat attggccagt ctggtectcca tctectgace 1680
tcaggtaate cgceccgectce ggcecctoccaa attgetggga ttacaggiat gagcoccackgg 1740
geccettecet gtccoctgtgat tttaaaataa ttataccage agaaggacgt ccagacacag 1800
catgggctac ctggocatge crcagccagtt ggacatttga gttgtttgot tggcactgte 1860
Cctctecatgaa ticgtcgaca gatctgogca gcaccatgge ctgaaataac ctctgasaaga 1920
ggaacttggt taggtacctt ctgaggecgga aagaaccage tgtggaatgt gtgtcagtta 1980
gggtgtagaa agtccccagg ctecccagea ggcagaagta tgcaaageat geatctcaat 2040
tagtcagcaa ccaggtgtgg aaagtcccca ggeoctcecccad caggcagaaq tatgcaaage 2100
atgcatcteca attagtcage aaccatagte ccgocectaa cteoecgeccat coegecceta 2160
actcecgecca gttcocecgecca ttctccgcecce catggctgac taatttititt tatttatgea 2220
gaggccegagyg ccgectegge ctetgageta ttcoccagaagt aghtgaggagg cttttttgga 2280



ggcctagget
agaagtiggt
gaccaataga
attggtectta
tacagctctt
ttgaactgcea
tggcctecege
gaaggtaaac
aatcgacctt
cgaggagete
gaattggeaa
gecatgaata
agtgacacgt
ggcgtccetet
ddgaaagact
cgcttcgage
agtgaaaaaa
taagectgeaa
gggaggtgtyg
aggatctgte
gegttaceeca
aagaggecceg
tgatgcggta
tcagtacaat
ctgacgegcee
tctecaggag
agggcctogt
cgtcaggtyg
tacattcaaa
gaaaaaggaa
cattttgect
atcagttggg
agagtttteg
gegeggtatt
ctcagaatga
cagtaagaga
ttctgacaac
atgtaactecg
gtgacaccac
tacttactet
gaccacttet
gtgagegtgg
tocgtagttat
ctgagatagg
tactttagat
ttgataatct
ccgtagaaaa
tgcaaacaaa
ctetttttee
tgtagcegta
tgctaatect
actcaagacyg
cacagecccag
gagaaagcgce
teggaacagg
ctgtegggtt
ggagcctatg
cttttgctca
cctttgagtg
gcgaggaagce
attaatgeag

tttgcazaaa
cgtgaggeac
aactgggctt
ctgacatcca
aaggctagag
tcgtcgeegt
tecaggaacga
agaatctyggt
taaaggacag
attttcottge
gtaaagtaga
aaccaggcca
ttttececaga
ctgaggicca
aactcgagasa
agacatgata
atgctttatt
taaacaagtt
gagaggttttt
gacgaakteca
acttaatcge
caccgatege
ttttetoett
ctgctctgat
ctgacgggcet
ctgcatgtgt
gatacgccta
cacttttegg
tatgtateceg
gagtatgagt
tecotgttttt
tgcacgagtg
cececgaagaa
atcecegtatt
cttggttgag
attatgcagt
gatcggagga
ccttgatcgt
gatgcctgta
agettecegg
gegeteggee
gtectegeggt
ctacacgacg
tgectcactyg
tgatttaaaa
catgaccaaa
gatcaaagga
aaaaccaccg
gaaggtaact
gttaggceac
gttaccagtyg
atagttaccg
cttggagega
cacgettece
agagcgecacyg
tegecaccte
gaaaaacgcoc
catgttcktt
agctgatace
ggaagagcge
ctggcacgac
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gcttgattet
tgggcaggta
gtcgagacag
ctttgcecttt
tacttaatac
gtccecaaaat
gttcaagtac
gattatgggt
aattaatata
cazaagittyg
catggtttgg
cctcagactc
aattgatttg
ggaggaaaaa
ttcacgecgtg
agatacattg
tgtgaaattt
aacaacaaca
taaagcaagt
ctggcegtceg
cttgeageac
¢ettocecaac
acgecatctgt
gcegeatagt
tgtctgetce
cagaggtttt
tttttatagg
ggaaatgtgc
ctcatgagac
attcaacatt
gctcaceccag
ggttacatcg
cgttttceaa
gacgecggge
tactcaccag
gctgccataa
ccgaaggage
tgggaaccgg
gcaatggcaa
caacaattaa
cttecggetg
atcattgecag
gggagtcagg
attaagcatt
cttcattttt
atcecettaac
tecttecttgag
ctaccagcgg
ggcttecagca
cacttcaaga
gctgotgeca
gataaggegc
acgacctaca
gaagggagaa
agggagcttc
tgacttgage
agcaacgegg
cectgecgttat
gctegeegea
ccaatacgcea
aggtttceceg

tctgacacaa
agtatcaagg
agaagactct
ctctccacag
gactcactat
atggggattg
ttccaaagaa
aggaaaacct
gttcteocagta
gatgatgoet
atagtcggag
tttgtgacaa
gggaaatata
ggcatcaagh
gtacctctag
atgagtttgg
gtgatgctat
attgcattea
aaaacctcta
ttttacaacg
atcecoottt
agttgeogeag
gecggtattte
taagccagce
cggcatcege
caccgtcatc
ttaatgtcat
gcggaacccc
aataaccectg
teegtgtoge
aaacgetggt
aactggatet
tgatgagcac
aagagcaact
tcacagaaaa
ccatgagtga
taaccgcettt
agctgaatga
caacgttgeyg
tagactggat
gotggtetat
cactggggee
cazactatgga
ggtaactgte
aatttazaag
gtgagtttte
atcetttttt
tggtttgttt
gagcgcagat
actctgtage
gtggcgataa
agoggteggg
ccgaactgag
aggcggacag
cagggggaaa
gtcgattttt
cctttttiaca
cccctgatte
goocgaacgac
aaccgectct
actggaaage

cagtctcgaa

‘ttacaagaca

tgcgtttetyg
gtgteccacte
aggctagcat
gcaagaacgg
tgaccacaac
ggttcteccat
gagaactcaa
taagacttat
geagttcotot
ggatcatgeca
aacttctccc
ataagtttga
agtcgacceg
acaaaccaca
tgetttattt
ttttatgttt
caaatgtggt
tegtgactgg
cgccagetag
cctgaatgge
acaccgeata
ccgacaccceg
ttacagacaa
accgaaacgc
gataataatg
tatttgttta
ataaatgctt
ccttattece
gaaagtaaas
caacagceqat
ttttaaagtt
cggtegecge
gcatcttacg
taacactgeg
tttgcacaac
agccatacca
caaactatta
ggaggceggat
tgctgataaa
agatggtaag
tgaacgaaat
agaccaagtt
gatctaggtg
gttccactga
tctgcgegta
gccggatcaa
accazatact
accgectaca
gtegtgtett
ctgaacyggg
atacctacag
gtatceggta
cgectggtat
gtgatgcteg
gttecctggec
tgtggataac
cgagegcagce
cceegegogt
gggeagtgag

cttaagectygc
ggtttaagga
ataggcacct
ccagttcaat
ggttcgacca
agacctaccce
ctctteagty
tecetgagaag
agaaccacca
tgaacaaceqg
ttaccaggaa
ggaatttgaa
agaataccca
agtctacgag
ggcggeegge
actagaatgce
gtaaccatta
caggttcagg
aaaatcgata
gaaaacecctg
cgtaatageg
gaatggegeo
tggtgcacte
ccaacacceg
goctgtgaccg
gogagacgaa
gtttcttaga
tttttctaaa
caataatatt
ttttttgegy
gatgctgaag
aagatecttg
ctgetatgtyg
atacactatt
gatggcatga
geccaacttac
atgggggatc
aacgacgagc
actggcgaac
aaagttgcag
tetggageey
cectocegta
agacagateg
tactcatata
aagatcettt
gcgtcagace
atctgctget
gagctaccaa
gtecttctag
tacctegete
accgygttgg
ggttegtgea
cgtgagetat
agcggcagag
ctttatagte
tcagggggge
ttttgctgac
cgtattaccg
gagtcagtga
tggcegatte
cgcaacgeaa

2340
2400
2460
2520
2580
26490
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3549
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4240
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
510D
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5240

ttaatgtgag ttagctecact cattaggcac ccecaggettt acactttatg ctteeggete
gtatgttgtg tggaattgtyg ageggataac sattitcacac aggaaacage tatgaccatg
attacgcea

<210> 2

18

6000
6060
6069
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<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador

<400> 2

tttaagcttg acattgatta ttgactag 28
<210> 3

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador

<400> 3

ttttggatcc ctgtcaagga cggtgactge 30
<210> 4

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> oligonucledtido adaptador
<400> 4

gatcgatgaa ttcgg 15

<210>5

<211>13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> oligonucledtido adaptador
<400> 5

ctacttaagc cgc 13

<210>6

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador

<400> 6

ttttggatcc atgtactggg tgaagcag 28
<210>7

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador

<400> 7

gcccggatcec teatttacce ggagacaq 28
<210> 8

<211> 53

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador

<400> 8

ttttctgcag tcaccgtcct tgacacggga tccatggact ggaccttgga ggg 53
<210>9

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador

<400> 9

ctgaggagac ggtgaccagg gtcccttgge ccc 33
<210> 10

<211>12

<212> ADN

19
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> oligonucleétido adaptador
<400> 10

aattcgtcga ca 12

<210> 11

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> oligonucleétido adaptador
<400> 11

gcagctgtct ag 12

<210> 12

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> oligonucledtido generado sintéticamente
<400> 12

gatccgegge cgeg 14

<210> 13

<211>13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> oligonucledtido generado sintéticamente
<400> 13

gatccgegge cge 13

<210> 14

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> oligonucledtido generado sintéticamente
<400> 14

cgceggegcec tagg 14

<210> 15

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> oligonucledtido generado sintéticamente
<400> 15

ggatccctge ccgggt 16

<210> 16

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> oligonucledtido generado sintéticamente
<400> 16

ggatccgegg ccgeggatee ctgeecegggt 30
<210> 17

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> oligonucledtido generado sintéticamente
<400> 17

ggatccgegg ccgecatg 18

<210> 18

<211> 2660

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 18

20
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gaattcagca ctgaatcatg cccagaacce ccgcaatcta ttggetgtge tttggecect 60
tttcccaaca cacacattet gtectggtggg tggaggggaa acatgoggog aggaggaaag 120
gaataggata gagagtggga tgoggtcggt aggggtctca aggactggoc tatcctgaca 180
tocctteotecg cgttecaggtt ggcoccacecatg gecctgectgece agagggeacc cacgtgaccce 240
ttaaagagag gacaagttgg gtggtatcte tagctgacat tatgtgcaca accctcacaa 3618
cgctggtgat ggtgggaagg gaaagatgac aagtcagggg gcatgatcec agecatgitgtg 360
ggaggagett ctaaaktatc cattagcaca ageccgtcag tggcoccccagg ccetaaacatg 420
cagagaaaca gogtgaggaga agcagcgaga gagaagggge caggtataaa aagggcccac 480
aagagaccayg ctcaaggatc ccaaggccca actccecgaa ccactcagug tectgtggac 540
agctcactag cggcaatgge tgecaggtaag cgcccoctaaa atccetttgy cacaatgtgt 600
cctgagggga gaggeggegt cctgtagatg ggacggggge actaaccchte aggtttgggg 660
cttatgaatg ttagetatcg ccatctaage ccagtatttg geceaatctet gaatgttect 120
ggtccctgga ggaggcagag agagagagag agaaaaaaaa aacccagehbe ctggaacagg 780
gagagegetg geoctottget ctcecagetec ctetgttgece tceggttitct ccccaggetce - B40
ccggacgtece ctgctceectgyg cttttggeet getctgectg tectggettc aagagggcag 900
tgectteoceca accattceoct tatccagget ttttgacaac gcoctatgetcce gugeecegteg 860
cctgtaccag ctggcatatg acacctatca ggagttigta agctcttggg taatgggtgce 1020
gcttcagagg tggcaggaag ggogtgaattt ceccecgetgg gaagtaatgg gaggagacta 1080
aggagctcag ggttgtttic tgaagktgaaa atgcaggcag atgagcatac gctgagtgag 1140
gttceccagaa aagtaacaat gggagcaggt ctccagcata gacctiggtg ggeggteoctt 1200
ctcectaggaa gaagectata toctgaagga gcagaagtat tcattectge agaaccceea 1260
gacctececcte tgettotecag agtetattcece aacaccltec aacagggtga aaacgcagea 1320
gaaatctgtg agtggatgce ttctecccag gtgggatggyg gtagacetgt ggtcagagce 1380
ccocgggcage acagccactg cecggtecttc ccctgecagaa cctagagetg ctecgeatct 1440
ccctgetget catccagteca tggctggage ccecgtgcaget cctcaggage gtettcogeca 1500
acagcctggt gtatggeogee tcggacagea acgtctatcg ccacctgaag gacctagagg 1560
aaggcatceca aacgetgatg tgogtgaggg tggecaccagg atecaatcet ggggccccac 1620
tggcttccag ggactgggga gagaaacact gctgecectcet ttttageagt caggegetga 1680
cccaagagaa ctcaccgtat tettceattte cectegtgaa toctecagge ctitetetac 1740
aacctggagg ggagggagga aaatggatga atgagagagg gagggaacag tgcoccaagceg 1800
cttggecctcect ccttetette cttcactttg cagaggcectgg aagatggcag ccceeggact 1860
gggcagatct tcaatcagtce ctacagcaag tttgacacaa aatcgeacaa cgatgacgea 1820
ctgetcaaga actacggact getctactge ttcaggaagg acatggacaa ggtecgagaca 1980
ttectgegea tcgtgecagtg cegetetgtyg gagggecaget gtggetteta gotgocoggg 2040
tggcatcect gtgacccete cccagtgeet ctectggteg tggaaggtyge tactecagtg 2100
cccaccagece ttgtcctaat aaaattaagt tgcatecattt tgtttgacta ggtgtecttg 2160
tataatatta tggggotggag gegggtggta tggagecaagg ggecaggttg ggaagacaac 2220
ctgtagggee ttcagggtet attcgggaac caggetggag tgcagtggea gtettggete 2280
gctgecaatet ccgcctectg ggticaageg attctcctge ctcagtetee cgaatagttyg 2340
cgattcocagyg catgecaagac caggctcage taatttttgt atttttggta gagacggggt 2400
ttcaccatat tggecagtet ggtctcecate tcctgacctc aggtaatceg ceegectegg 2460
ccteccaaat tgotgggatt acaggtatga gocactggge ccttcectght cetgtgattt 2520
taaaataatt ataccagcag aaggacgtcc agacacagca tgggctacet ggocatgcce 2580
agccagttgg acatttgagt tgtttgcttg gecactgtcct ctecatgeatt gggtccacte 2640
agtagatget tgttgaattc 2660

<210> 19

<211> 594

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 19

21
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ctgcecegggt
actccagtge
gtgtcecttgt
gaagacaacc

tettggeteg
gaatagttge
agacggggtt
ccgectocgge
ctgtgatttt
gecatgecca

ggcatccctg
ccaccagect
ataatattat
tgtagggect

ctgcaatctc
gattccaggce
tcaccatatt
ctoccaaatt
aaaataatta

gccagttgga:

ES 2384973 T3

tgaccecctec
tgtcctaata

ggggtggagy
tcagggtcta

cgccetectgg
atgcaagacc
ggccagtctg
gctgggatta
taccagcaga
catttgagtt

<210> 20

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador

<400> 20

ttttggatcc ctgccecgggt ggcatee 27
<210> 21

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador

<400> 21

ttttgaattc atgagaggac agtgccaagc 30

ccagtgectc
aaattaagtt

caggtggtat
ttcgggaacce

gttcaagega
aggctcagcet
gtctccatet
caggtatgag
aggacgtcca
gtttgcttgg

22

tecctggtegt
gecatcatttt
ggagcaaggg
aggctggagt

ttctectgee
zatttttgta
cctgacctea
ccactaggcce
gacacagecat
cactgtecte

ggaaggtgct
gtttgactag
gecaggttgg
gcagtggeag

tcagtetcee
tttttggtag
ggtaatccge
cttececetgte
gggctacctg
tecat

60
120
180
240

300
360
420
480
540
594
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REIVINDICACIONES

1. Un casete de expresion que comprende una region promotora/potenciadora inmediata temprana 1 del
CMV humano (hCMV IE1); un polinucledtido de interés; un dominio de la sefial de poliA de la hormona del
crecimiento humana; y una secuencia interviniente de longitud variable (VLIVS) que comprende un sitio donador de
corte y empalme y un sitio aceptor de corte y empalme, en donde el dominio de la sefial de poliA tiene una longitud
de al menos 100 nucleétidos, contiene la secuencia AATAAA, y es idéntica en al menos un 92% a la secuencia
expuesta en la SEQ ID NO: 18; y en donde la VLIVS comprende un intron A de un gen hCMV |E1.

2. El casete de expresién de la reivindicacion 1, en el que la regidon promotora/potenciadora hCMV IE1
comprende una secuencia entre el nucledtido x4 y el nucledtido x, de la SEQ ID NO: 1, en la que x1 denota un
nucledtido desde el nucledtido 1 hasta el nucledtido 20 de la SEQ ID NO: 1 y x2 denota un nucleétido desde el
nucledtido 715 hasta el nucleétido 720 de la SEQ ID NO: 1.

3. El casete de expresion de la reivindicacion 1, en el que el casete de expresién comprende la
secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 1.

4. El casete de expresion de la reivindicacion 1, en el que el casete de expresién comprende una
secuencia complementaria a la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 1.

5. El casete de expresion de la reivindicacién 1, en el que el casete de expresidbn comprende una
secuencia al menos un 80% idéntica a la SEQ ID NO: 1 o su complementario.

6. El casete de expresion de la reivindicacion 5, en el que el casete de expresién comprende una
secuencia al menos un 90% idéntica a la SEQ ID NO: 1 o su complementario.

7. El casete de expresion de la reivindicacion 6, en el que el casete de expresion comprende una
secuencia al menos un 95% idéntica a la SEQ ID NO: 1 o su complementario.

8. Los casetes de expresion de la reivindicacion 7, en los que el casete de expresion comprende una
secuencia al menos un 97% idéntica a la SEQ ID NO: 1 o su complementario.

9. El casete de expresion de la reivindicacion 8, en el que el casete de expresién comprende una
secuencia al menos un 98% idéntica a la SEQ ID NO: 1 o su complementario.

10. El casete de expresion de la reivindicacion 9 en el que el casete de expresion comprende una
secuencia al menos un 99% idéntica a la SEQ ID NO: 1 o su complementario.

11. El casete de expresion de la reivindicacion 1, en el que el casete de expresiéon comprende la
secuencia entre el nucleétido 1 y el nucleétido 1867 de la SEQ ID NO: 1.

12. El casete de expresion de la reivindicaciéon 1, en el que la VLIVS comprende un intrén A de un gen
hCMV IE1 que tiene una supresion entre el aceptor de corte y empalme y el donador de corte y empalme del intron
A.

13. El casete de expresién de la reivindicaciéon 1, en el que la VLIVS comprende una secuencia entre el
nucleétido x3 y el nucledtido x4 de la SEQ ID NO: 1, en la que x3 denota un nucleétido desde el nucledtido 715 hasta
el nucledtido 720 de la SEQ ID NO: 1 y x4 denota un nucledtido desde el nucledtido 1236 hasta el nucledtido 1254 de
la SEQ ID NO: 1.

14. El casete de expresion de la reivindicacion 1, que comprende ademas un elemento
promotor/potenciador o regidn reguladora adicional.

15. El casete de expresién de la reivindicacién 14, en el que el elemento promotor/potenciador es un
elemento promotor/potenciador de SV40.

16. El casete de expresion de la reivindicacion 14, en el que la regién reguladora es una region de
poliadenilacién de SV40.

17. El casete de expresion de la reivindicacion 1, que comprende ademas un marcador seleccionable.
18. El casete de expresion de la reivindicacion 17, en el que el marcador seleccionable se selecciona del
grupo constituido por la dihidrofolato reductasa, GPF, neomicina, Higro, Zeocin™, timidina quinasa del herpesvirus

simplex, hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa, adenina fosforribosiltransferasa, puromicina N-acetiltransferasa
o adenosina desaminasa.
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19. El casete de expresion de la reivindicacion 17, en el que el marcador seleccionable es la dihidrofolato
reductasa.
20. El casete de expresion de la reivindicacion 1, en el que el polinucledtido de interés codifica un agente

terapéutico.

21. El casete de expresiéon de la reivindicacién 1, en el que el polinucledtido de interés esta en la
orientacion no codificante con respecto al promotor.

22. El casete de expresion de la reivindicacion 1, en el que el polinucleétido de interés es un polinucleétido
heterdlogo.
23. El casete de expresion de la reivindicacion 1, en el que el polinucleétido de interés incluye, ademas,

elementos de control de la transcripcion.

24, El casete de expresion de la reivindicacion 23, en el que los elementos de control de la transcripcion
se seleccionan del grupo constituido por sefales de detencién de la transcripcion, dominios de poliadenilaciéon y
elementos potenciadores en direccion 3.

25. El casete de expresion de la reivindicacion 1, en el que el polinucleétido de interés codifica un
polipéptido de uso diagnéstico o terapéutico.

26. El casete de expresion de la reivindicacion 1, en el que el polinucleétido de interés codifica un
polipéptido antigénico para su uso como una vacuna.

27. El casete de expresion de la reivindicaciéon 1, en el que el dominio de la sefial de poliA comprende al
menos 100 nucledtidos contiguos de la SEQ ID NO: 19.

28. El casete de expresion de la reivindicacion 27, en el que el dominio de la sefal de poliA comprende la
SEQ ID NO: 19.

29. El casete de expresion de la reivindicacion 27, en el que el dominio de la sefial de poliA es la SEQ ID
NO: 19.

30. El casete de expresion de la reivindicacion 1 en la forma de construccion de acido nucleico desnudo.
31. Un polinucledtido que se hibrida especificamente con una secuencia de polinucleétidos como se

expone en la SEQ ID NO: 1 desde el nucledtido 1 hasta el nucleétido 1867 o un fragmento de la misma.

32. Un vector de expresion que comprende un casete de expresion de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 30.

33. Una célula hospedadora que comprende un vector de expresion de la reivindicacion 32.

34. Una célula hospedadora que comprende un casete de expresién de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 30.

35. Un procedimiento in vitro para producir un polipéptido que comprende la propagacion de una célula
hospedadora de la reivindicacion 33 o la reivindicaciéon 34 y la expresion del polinucledtido de interés.

36. El procedimiento de la reivindicacion 35, en el que el polinucledtido de interés codifica un agente
terapéutico y el procedimiento comprende la recuperacion del agente terapéutico.

37. El uso de un casete de expresion de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 30 o un vector de
expresion de la reivindicacion 32 para la fabricacién de un medicamento para su uso en terapia génica.

38. El vector genético pV40, que comprende, en orden:

a. un promotor inmediato temprano 1 de citomegalovirus (CMV IE1),

b. un intron;

c¢. un dominio de la sefial de poliadenilacion (poliA) de hGHv como se establece en la SEQ ID NO: 19; y
d. un gen de la B lactamasa (bla);

en donde dicho vector genético se puede obtener mediante el uso de los cebadores de acidos nucleicos de la SEQ

ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3 para amplificar un fragmento que contiene el promotor IE1 de CMV y el intron adyacente a
partir del ADN gendmico de fibroblastos diploides humanos que estan infectados con la cepa AD169 de
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citomegalovirus humano depositada en la ATCC con el numero de acceso ATCC VR-538; la digestion del fragmento
resultante con BamHI y Hindlll; la insercién de dicho fragmento digerido en un vector pUC19 que se digiere con
BamHI y Hindlll, para asi formar el vector pV10; utilizando los cebadores de acidos nucleicos de la SEQ ID NO: 20 y
SEQ ID NO: 21 para amplificar un fragmento que contiene el dominio de la sefial de poliA de la hGHv a partir del
ADN gendmico de fibroblastos humanos; digiriendo el fragmento resultante con BamHI y EcoRI; e insertando dicho
fragmento digerido en dicho vector pV10 que se digiere con BamHI y EcoRI.

39. El vector genético pV60, que se puede obtener a partir del vector genético pV40 segun la
reivindicacion 38 mediante la sustitucion de la region de 317 pares de bases entre los sitios BspEl y Hpal dentro del
intrén de pV40 con una regién codificante dhfr.

40. El vector genético pV70, que se puede obtener a partir del vector genético pV40 segun la
reivindicacién 38 mediante la supresién de la region de 317 pares de bases entre los sitios BspEl y Hpal dentro del
intron de pV40.

41. El vector genético pXLC.1, que se puede obtener a partir del vector genético pV70 tal como se define
en la reivindicacion 40 mediante la insercidon de una secuencia de ADNc que codifica para la cadena ligera de un
anticuerpo en el unico sitio BamHI en el extremo 3' de dicho intron.

42. El vector genético pXLC.2, que se puede obtener a partir del vector genético pXLC.1 tal como se
define en la reivindicacién 41 por escision del fragmento BamHI/EcoRI que contiene el neo casete del plasmido pGT-
N28; la conversion del extremo BamHI de dicho fragmento en un extremo Narl por ligacién de dicho fragmento a los
oligonucledtidos adaptadores de la SEQ ID NO: 4 y SEQ ID NO: 5; y la insercion del fragmento resultante en dicho
vector XLC.1 que se digiere con Narl y EcoRI.

43. El vector genético pXHC.1, que se puede obtener a partir del vector genético de pV60 tal como se
define en la reivindicacion 39 mediante la insercién de una secuencia codificante de ADNc para la cadena pesada de
un anticuerpo en el sitio BamHI unico en el extremo 3’ de dicho intrén.

44, El vector genético pXHC.3, que es idéntico al vector genético pXHC.1 tal como se define en la
reivindicacion 43, excepto porque carece de la region codificante dhfr dentro de dicho intron.

45, El vector genético pXHC.5, que se puede obtener a partir del vector genético de pXHC.3 tal como se
define en la reivindicacion 44 por escision del fragmento Bglll/BamHI que contiene el promotor temprano de SV40, el
gen dhfr, y la region poliA de SV40 del plasmido pSI-DHFR, la digestién del plasmido pXHC.3 con EcoRI para
producir extremos EcoRI; la ligacion de los extremos EcoRI a los oligonucleétidos adaptadores de la SEQ ID NO: 10
y SEQ ID NO: 11 para producir extremos compatibles con Bglll/BamHI; y la ligacién de dicho fragmento Bglll/BamHI
a partir del plasmido pSI-DHFR a dichos extremos compatibles, para formar asi dicho vector genético pXHC.5.

46. El vector genético pV80, que se puede obtener a partir del vector genético pXHC.5 tal como se define
en la reivindicacién 45 por escisiéon de la secuencia codificante de la cadena pesada a partir de pXHC.5 utilizando
BamHI.

47. El vector genético pV90 como se expone en la SEQ ID NO: 1.
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Secuencia de pV90 anotada

B?
173
250
345
431

a7

cel
EB?

728
BRG
BO2
ava
16864
1158

1236

1312
1386
1464
1534
160E
igez
1750

1834
118
198G
2882
21EB

2354
2348
2426

2512
2594
2668
2742
28150
2898
2964
3838

anz

RACTIGACATTGATTAL TGACTAGTTATY ARTRGTARTCARTTRCGGGGTCAT TRGTTLRTAGCCCATATATGERGTTCCGLGTTA
CRTRRCT TACGGTRAATGGCCCGCCT GAETGRCCGELCARTGRCCCCCACCCATTGRCGTCRRTRRTGRCGTRTGTTCCCATAGTR
ACGCCRRTRGGGACT TTCCHT TGRCGTCRATGEEGTGGRETRT TTRCGGTARACTGCCCAL TTGOCAGTRCATCARGTETRTCATRT
GCCRAGTRCBCCCEE TRTTGACGTCRARTGACEETARRTGGLECECCTBECRT TRTGCCCRGTRCATGACCTTRTGEGARCTTTECTR
CTTGGCRGTRCATCTACGTRTTAGTCATCGCTRT TACCATEGTGATGEGGT T TTGEERGTACAT CARTCGGEG TGGATRGCGETTT
BACTCACGGBGAT TTCCARBTCTCCACCCCATTGACE TCRATGOGAGT TTGT TTTGGLACCARRATCRRCGGGAL T TTSCARARTE
Caja TATA (576)
TEGTRACARC TCCGCCCCATTGRCGEARRTEEACEGTAGGCETGTRCGG TGEGAGGTCTAY AT AAGCAGRGCTCGTTTRGTGRA
CAP (6035)

e TCAGRTCGCLTGGAGRCECCATLEACGCTETTTTGACCTCCAT AGRAGACACCGGGACCEATCCAGCCTRCGEGRCEEEERAE
GGTOCATTGGARCGCGEATTCCECGTGECAAGH

donador de corte y empalme (719)
BT TR T TR T A T TR T A o R T T T C Y TR R TG TR IR TGy T T T T T TGOG TR
R T T TR TG T T T T G R A T A T T TG O T TR T TR T8 T TR LA IO TRT TG
BTG TR T T R T T T T R T R T T T R T T T T TR T T o TR TR AR T e TG rnes
A T R A T C T T AT T T T T T T R T T TR T IR T T T R Y TCR A T X R LTI T
R T T TR T R ARG T R I T R R T T O TR T G T I TR 7 mmmrmrmm
B A O T o T o I I R T R R AR TR T R R A T A TG T T O T T R TG TOT T T IO TR
BamHl {1253) BamHl (3267)
Sitio de clonacién miltiple

aceptor de corte y empaime (1236) 259 .
& TCACCGTCCT _B_ﬂl:ﬂcs lm: GRICLCTGCCCGEBTGREEATCCCTGTGACCECTCOCCARTELC

sitio de poliadenilacién (1359)
TCTCCTGGTEGTEE ABSGTGET éDTI:CAGTBCCI.’.‘AI’:I:AECL‘TTGTCCT AATAAAATT AABTTGL ATSATTTTOT
TTGACTAGGTOTCETTGT AT AATATTATGGGGTGG ﬁ!’iBCGB GYGGTATGGAGC AAGGGOL AGETTGEGAAGAC A
ACCTRT AGGBCLTTCAGGGTET ATTGOGAACE AGGCTGEAGTGC AGTRGE AEBATCT TEECTEGLTRE AATETE
CBRELTCCTGGE T ICAAGCEATTLTCCTGELTCAGTETCELG AATAGTYGGGATTCC ABGE ATEC ALG ACCAGET
TCAGCTAATTTTIGTATTTTTRGT AGAGACGGOGTTTCACC ATATTOGGEC AGTETGRTLTCCATCTCCTRACCT
CAGGTAATCLGCLCGCCTEGGCCTEOC AAATTGETBLGATT ACABGT ATG AGCT ACTGGECLCTTCCCTGTECT
GTGATTTTAAAAT AATT ATACC AGC AGAAGGACSTCCAGAC ACAGCAYTGGGET ACCTGGECATGCCC AGER AT
Sall (1573)
Promotor/potenciador temprano de SV40  {1B&@)
EcaRl (18567)
TGGACATTTGAGTTSTTTGET TEGEACTGTCCTETE AT GRATTCG TCEACAGAT CTGECGCAGEALCATGECCTGRARTAR
CLTCTBARARGAGGRACTIGGT TRGGTACET TL TERBGECGARRGARCCAGETRTEGRATETGTGTCAGTTAGGGTGTGGARAGTED
CCAGECTLLE CARCAGGEAGARGTATGCARAGCATRCAT L TCART TAG ICAGCARCCAGG IET GGARRGT CLCCAGECTCOGLAGE
RGGCAGRAGTATGCAARGCATGLRTCTLRAAT TAGT CAGCAACCRTRBTCCCGCECCTARC TECECECATCCCECCELTARLTCCEE
CCRGTTCCOCCCRTIG TCCGCECCRTBGETORETARTTTT TTTIAT T TATACAGAGECCEABGEEGECTCGBLE TCTORGCTRTTE
Hindlll (2225)
CAGRAGTAGTRAGGRGGCTTTTTTOEALGRL TREGCT T T TBCARRRRGCTTGAT TETTCTEACACARCASTCTEGRRCTTRAGCTG
CAGARGT TRGTCGTGARSCACTEAGERGGTARGTATCARGG T TRCRRGACRGHT TYRAGGRERCCAATAGARACTGECCTTOTLGA
GRECAGRGARGAC TET TGCGBT TTCTORTAGGLACCTRY TGGTCTTRCTRRCATCCACTTIGCCTTTCTCTLCACAGG TG TCLACTED
DHFR eoding aequence { 2568)
CAGTTCARTTACAGGTCT TRRGEL TRGAGTACT TRATREGACTLACTATAGYe tageATEGTTCGACCATIGRACTECATEE
TCGCCGTETCCCARARTATGGGOATTGECARGARCGERGACCTRLCCCTGELECTECECTCAGGAARCGAGTTCRAG
TACTTCCAAARGAATGACCACRACCTCTTCAGTGERAGETRAACAGAATCTEETGAT TATGGETAGEHARARCETE
STTCTCCATTICCIGAGRAGARTCGACCT TTARRGEACAGRAT TRATRATRGTTCTCAGTAGAGARCTCARAGART
CACCACGAGGAGCTCRTTT TCTYGCCARRAGTTTGGRTEATGCCTYRAGACTTATY GRAACAACCGGARTTGELA
AGTAARGTAGACAT GG TTTGEATAGTCG6AGGCAGTTCTETTTACCAGGARGLCATGARTCARCLAGGCLACET
CAGACYCTTTGTEACAAGGATCATGCAGGART TTGRARGTGACACGTTT YTCECAGARATT GATTTGGGGAAAT
ATARACTTCTCCCAGARTAGCCAGGLGTCETCTCTEAGETCCAGGAGERAARRAGGCATEAAGTATARGTTTGRR
Ecorl (3137} Ball (3161)
GTLTACGAGARGAARGACTARCTCERGRART TCREGEG TGG TREE TE TRGAGT CGACCCREGCGRECGEECGCTTEGAGCAGAL

FI1G IIB
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RTGRTRRGATACATTGATGAG TTTGRACRARCCACAATTRGRATGCAGTGARRRARRTCTTTRTTTBTGRART T TGTRATGCTRT
sitio de poliadenilacién (3308)
TECTTTRATTTGTRRCCAT TATRAGCTGCRRTRARCAAGT TRRCRACARCARTTGCATTCRTTTTRIGTT TCRGGTTCAGGLEGRAGE
EcoR] {3433
Sall (3427)
TGTGGGRERT TTT TTARAGCARGTARARCC TCTRCAARTG TGO TARARTCGATAARGATCTGTEGRCGRRTTCALT BELCRTCETT
TTRCARCGTEBTGRCTGGGARRACCL TGGEG T TRCCCAACT TART COCCTTGCAGCACATECCCCTTTCGECAGLT GGUGTARTRG
CGRRBGAGGCCCGURCEGATCGCELTTCECRRCAGT TGCGCAGCCT GRATGGCORATELEGT TGATGEGGTATTTTCTCCTTACEE
ATCTBTOCCETAT T TCACACCGLATRTEGTGCACTCTCABTACARTCTGLTCTORTOLLELATRGT TARGCLCAGELCCOATACCLR
CCRRCACCCEL TERCGC LT o ACBEE LT TG TCTGE TCCCGOURTCCSCTTACRERCAAGC TETERACCGTCTCCGGERAGCTELAT
GTGTCAGRBGTTY TCACLETCATCACCGARACGCGCGAGACGARAGEELLTCATEATACGLCTATTTTTATAGET TRAATGTCATGR
TAATRATGGTTTCT TAGACGTCAGGTGGCALT TTTCOGEOARAT G THCGLCEARCCCCTATTTGTTTRATT I TTCTARRTROATTCR
RATATGTATCCGCTCATGAGACRATRACCCTEATARATGCTTCARTARTRT TGRAARRGGARGAGTRATGRGTATTCRACKT T TCLG
TGTCGCCCTTRTTCCLY TTTTTOCGEEATTTTGLETTCETGY Y 1T YGLTCACCCAGRARCEC TEGTGRAARBTARARGATOCTORAG
ATCRGTTOLGTECACGAGTGGGT TACA TCEARCTEGATCTCAACAGCEGTARBRTCLTTGAGRGTTT TCGLCECGRAFAACGTTTT
CCARTGATGAGCALT TTTAAAGT TCTBETRTGTGRCGCGETRT TATCECGTRT TBACGLCGGACARGRECARC TEGGTCGEEGLRT
ACACTATTCTCAGARTERCTTLGT TGAGTACTCRCCAGTCACAGARRNGCATC T TREEBATGECATGACAGTARGAGARTTRTECA
GTGCTGCCRTARCCATGRGTGATARCACTGCOGCCARCTTACTTLT GRCRACEATCGGAGEACCBARGEAGLTRACEBCTTTITTG
CACARCATGGLGGATCATGTARCTCGLL T TGATEG T TLGERALCGLGRGCTCAATGRAGCCATRCCARACGREGAGCGTGACACCAL
GATGECTGTROCARTGEEARCARCGT TGEOUAARCTAT TRRCTEGCORACTACT TACTETAGCT YCCCRBECAACART TRATAGBACT
GGATGGAGCCBGATRRAGTTECAGGRCCACTTCTGCGCTLGALCCT TECOGCTGGLTOET TTATTGCT GCATARATC TGORGLEGET
CGAGCETGGETETCGLGGTATCRT TECAGCAC T GEGECEAGATLG TARGCCCTLCEGTATCGTAGT TRTETACRCGACGGGEAGTCR
CGCARCTATSBATGRACEARHTAGACRGATCGCTGAGAT ABGTGCCTCACTEAT TARGCATT GGTRAC TGTCABACCARGT T TACT
CATATATACTYTRGATTGARTTTARRACT TCRTTTTTART T TRARARGGATCTAGGTGRAGRTCETT TTTCATARTCTERTGACCAAR
RTCCCTTRAACGTGRGT TTICGTTCCACTGRGCGTLAGACCCCGTAGRAARGATLARAGEGATCTTCTTGRGATCCTTTTTTTRTELE
CGTRRTCTGECTGCTTBLARRCARRARRACCACCEETACCRAGCEGTGATTTGT TTGLCGBATCARGAGC TRCCRRCTCTTTY TCCGR
RAGGTRARCTGGCTTECAGCAGAGCGCARGATACCRARTRETGTCCTTLTAGTGTAGCCGTAGT TAGGCCACCRCTTCAARGARRCTCTRTA
GCRCCGCCTRCATRCCTCGLTETGCTARTCCY BT YRCCAGTGGC TGCTBCCRGTOREGRTARGTCGTGTCT TRCCGLETTRGACTE
PRGACGATRGT TRCLGAATAAGGCGCAGLGGTCGGECTERACGGGGGGT TCETBCACACAGCCCAGLT TGGRECGRACGRECTACH
CCGRACTBRGATACC TRCABCGTGAGC TATGAGRRRGEGLDACGE TYCLLGAAGGAGRARGBCCCACABATATCCOETARGEGGE
RGEETLGGAACABLAGRGEELRCEAGLEAGE TTLCAGBESEARALGECTGGTATCTT TRTAGTCCTGTCOEETTTCRECRACCTCTG
ACTTEAGCGTCEATTTT TRTERTGCTCGTCRGGRGRECGGAGCCTRIGEARARRCGCCABCRACGLGGLCT TTTTRCEETTELTGE
CETTTYGCYGGCCTT TTGCTCREATGT T CYTTCETECGTTATCCCCTEATTLT GTGEATARCCGTHT TRCCGEETTTIGRGTRRELT

-GATACCCETCGLLECAGE CGRRCEACCGAGCELAGCGAE TERGTGRELGAGGARGLEEARGRECGCCCARTRCCCRARCCGLLTCT,
‘LCCCHOGEGT TGECCEATTCAT TRRTELAGCTEECACGACAGETT T CCCGRCTGEARAGEGEELAGTEAGCELARCGCRAT TRRTG

FBRGTTAGCTCACTCATTABGCACCLCABLETY TRERCTTTRTGCTTCCGGLTLGTRTET TG TGTCGRAATTBTSAGLGRRTARCHRA
TT1CRCACAGGRAACAGCTATCRCERTGRATTACGCLA

FIG. [IB-&
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2660 bp DNA linear (SEQ -ID NO:18)
DEFINITION Homo saplens growth hormone variant precursor (GH-V) gens, complete cds.

ES 2384973 T3

FIG. 15

ACCESSICN K00470 VERSION K00470.1 GIL:183174
sig peptide join(556..565,837..904} /gene="GH-V"
mat peptide join(905,.997,1208.,.1327,1419..1563,1834..2028) /gene="GH-V"

/product=tgrowth hormons variant"
837..997 /gene="GH-V" /number=2
1208..1327 /gene="GH-V" /number=3
1419..1583 /gene="GH-V" /number=4
1834..2136 /gene=PCHE-V" /number=5

exXon
exon
cxXon
EX0I

polyh sigpal 2118..2123 /gene="GH-V"
repeat regicn 2234..2505 /rpt_fami1y="Alu” BASE COUNT 593 a 718 ¢

gaatitcagca
tttcoccaaca
gaataggata
teecttetoeg
ttaasagagag
cgetggtgat
ggaggagett
cagagaaaca
aagagaccag
agcetcactag
cctgagggga
cttatgaatg
agtccctaga
gagagogety
ccggacgtec
tgcocoktocea
cctgtaccag
gettecagagy
aggagctcag
gttcccagaa
ctcoctaggaa
gacctceocetco
gaaatocigtg
ccogggcage
cectgetget
acagcctgot
aagacatcca
tggcttcecaa
cccaagagas
aacctggagg
cttggcctct
gggcagatet
ctgctcaaga
ttcectgegea
tgacatcect
cecaccagee
~tataatatta
ctgtagggce
getgeoaatcot
cgattccagg
ttecaccetat
cetocecaaat
taaaataatt
agceagttgg
agtagatgcet

ctgaatcatg
cacacattet
gagagtggga
cgttcaggtt
gacaagttag
ggtgggaagg
ctaaattakte
ggtgaggaga
ctcaaggate
cggcaatgge
gaggrggegt
ttagctatecyg
ggaggcagag
geotottget
ctgctoctag
accattecct
ctageatatg
tggcaggaay
ggttgtttte
aagtaacaat
gaaqectata
tgcttocteag
agtggatgce
acageractg
catccagtca
gtatggegec
aacgctgaty
ggactgggga
ctecaccgtat
ggagggagga
ccttctotic
tcaatcagte
actacgggct
tcgbgeagtg
gtgaccocte
ttgtcctaat
tgggglagag
Etcagggtcet
cegectoctyg
catgoaagac
tggooagtek
toetgggatt
ataccagcag
acatttgagt
tgttgaattc

coccagaacco
gtctggtagg
tggogteggt
ggccaccatyg
gtggtatete
gaaagatgac
cattagcaca
agcagcgaga
ccaaggccca
tgcaggtaag
cctotagatyg
ceatotaage
agag=gagag
ctecagorec
cttttggeoot
tatccagget
acacctatca
goggtgaattt
tgaagtgaaa
gggagcaggt
tcctgaagga
agtctattec
ttoetecceag
soggtectte
tggciggagoe
toggacagea
tgggtgaggg
gagaaacact
Ecttcattte
aaatggatga
cttcactttg
ctacagcaag
gotetactge
cegekotgig
cceoagtgect
azaaattaagt
gcgggtggta
attcgggaac
ggttcaageg
caggctcage
ggtctecateo
acaggtatga
aaggacgteo
tgtttgctty

cocgcaatcota
tggagggaaa
aggggtctea
gectgetgee
tggctgacat
aagtcagggg
agcccgtcag
gagaagggyc
actcececgaa
cgecoctaaa
ggacgggggc
ccagtattty
agaaaaasaa
cretattger
gctotgeoctg
ttitgacaac
ggagtttgta
cocececgetog
atgcaggcag
ctccagcata
gcagaagtat
aacaccttee
gtgggatggg
cactgeagaa
cogtgeaget
acgtctateg
tggcaccagg
actgeceetet
coctogtgaa
atgagagagg
cagaggckgy
tttgacacaa
ttcaggaagy
gagggcaget
cteoetggteg
tgcatcattt
tggagcaagg
caggctggag
attcteoctge
taatttttagt
teoctgacote
geoactgose
agacacagca
gcavtgtoct

42

ttggctgtge
acatgegggyg
aggactggec
agagggcacc
tetgtgeaca
gcatgatceo
tggccoccagy
caggtataaa
ccactcaggyg
atocetttygg
actaaccete
geecaatetet
aacccagetc
tcegatttet
tcetggetto
gctatgetee
agctcttggg
gaagtaatgyg
atgagcatae
gaccttgatg
tcattectge
aacagggtga
gtagacctgt
cctagagotg
cetcaggage
ccaccotgaag
atccaatcet
tttrageagt
tcocteocagge
gagggaacag
aagatggcag
aatcgeacaa
acatggacaa
gtggcttcta
tggaaggtge
tgtttgacta
ggceaggttg
tgcagtggca
ctocagtetec
atttttaggta
aggtaatceog
cetteoctgt
cgggctacct
ctecatgeatt

tttagcccet
aggaggadag
tatecctgaca
cacgtgacece
accctcacaa
agcatgtgtg
cctaaacaty
aagggoccoac
teccigtggac
cacaatgtgt
aggtttgggg
gaatgttcet
ctggaacagy
ccocaggete
aagagggcag
gegecogtog
taatgggtce
gaggagacta
gctgagtgag
gucggtoctt
agaaccoccca
asacgcagea
ggtecagagec
ctceogeatet
gtctitogeea
gacctagagyg
ggggececcac
caggogetga
ckttictctac
tgcecaageg
ceccocoggact
cgatgacgea
ggtogagaca
gctgcccggy
tactecagtyg
ggtatectty
ggaagacaac
gtocttoggctc
cgaatagttg
gagacgaggt
ccegeotegg
cetatgattt
ggccatgeee
gagtecacte

753 g 595
61
121
181
241
301
3sl
421
481
541
601
€61
721
781
841
201
961
1021
1081
1141
1201
1261
1az1
1381
1441
1501
1581
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1381
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
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