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 2 

DESCRIPCIÓN 
 

Vectores basados en anticuerpo anti-il-12, células huéspedes y métodos de producción y usos 
 
Campo de la invención  5 
 
 La presente invención se refiere a vectores y plásmidos que dirigen expresiones de un anticuerpo, células 
huéspedes y métodos para hacer uso de los mismos, incluyendo secuencias potenciadoras y promotoras del vector 
específico y su interacción con los factores de transcripción de célula huésped.  
 10 
Antecedentes 

 
 Las moléculas de anticuerpo consisten en un una combinación de dos polipéptidos de cadena pesada (P) y 
dos de cadena ligera (L). cada cadena pesada y ligeras comprende una región constante que contiene las regiones 
CL, CH1, región bisagra, CH2 y CH3, y una región variable que contiene las regiones hipervariables (regiones 15 
determinante del complemento (RDCs)); las RDCs controlan las características de enlace de antígeno del 
anticuerpo. Las dos cadenas pesadas se unen y las cadenas ligeras en una estructura en forma de Y por medio de 
puentes disulfuros de tal manera que las regiones variables de las cadenas ligeras (V.sub L.) y cadenas pesadas 
(V.sub P.) están situadas unas junto a otras.  
 20 
 Para generar anticuerpos, se han usado técnicas convencionales de hibridoma en las que los clones de las 
células híbridas que expresan genes que codifican las cadenas ligeras y pesadas de una molécula de anticuerpo se 
obtienen mediante inmunización con una molécula de anticuerpo. Esta técnica necesita la fusión de células de 
origen linfocítico, que contienen los genes para la formación de anticuerpos y células que forman líneas inmortales. 
Las células que tienen los genes en cuestión se obtienen generalmente mediante creación arbitraria de bibliotecas 25 
de células circulantes, y la filtración de los hibridomas con una reacción antígeno-anticuerpo después de que los 
clones del hibridoma se hayan multiplicado y cultivado. Esta técnica puede ser incierta y laboriosa con una 
producción limitada de anticuerpos, y se limita a aplicaciones para la producción de anticuerpos no humanos (por 
ejemplo, ratón).  
  30 
 Además, los anticuerpos monoclonales y sus fragmentos pueden expresarse en varios sistemas 
huéspedes, tales como levadura E. coli, y células huéspedes de mamíferos. En general, un vector de expresión de 
mamífero contendrá (1) elementos reguladores, normalmente en forma de secuencias promotoras y potenciadoras 
virales y caracterizado por una amplio rango de huésped y tejido; (2) una secuencia “policlonaje”, que facilita la 
inserción de un fragmento de ADN en el vector plásmido; y(3) las secuencias responsables para el empalmen de 35 
intrón y la poliadenilación de transcripciones de ARN. Esta región continua del sitio promotor-policlonaje-
poliadenilación es referida comúnmente como la unidad de transcripición. El vector probablemente también tendrá 
(4) un gen  o genes marcadores seleccionables (por ejemplo, el gen beta-lactamasa), que a menudo confieren 
resistencia a un antibiótico (tal como ampicilina), que permite la selección de trasformadores positivos iniciales en E. 
coli; y (5) secuencias que facilitan la réplica del vector en huéspedes bacterianos y mamíferos.  40 
 
 A diferencia de la mayoría de los genes que se transcriben a partir de secuencias continuas genómicas de 
ADN, los genes de anticuerpo se montan a partir de segmentos de gen que pueden separarse comúnmente en la 
línea del germen. En particular, los genes de cadena pesada se forman mediante recombinación de tres segmentos 
genómicos que codifican las regiones variables (V), de diversidad (D) y unión (U)/constante (C) del anticuerpo.  Los 45 
genes de cadena ligera funcional se forman uniendo dos segmentos de gen; uno codifica la región V y el otro 
codifica la región U/C. Los locus de la cadena pesada y la cadena ligera .kappa. contienen muchos segmentos de 
gen V (los cálculos aproximados varían entre 100s y 1000s) estimados para abarcar más de 1000 kb. El locus 
.lambda. es, en cambio, mucho más pequeño y ha demostrado abarcar aproximadamente 300 kb en el cromosoma 
16 en el ratón. Consiste en cuatro segmentos de gen de unión/constantes y dos segmentos de gen variables. La 50 
recombinación que da como resultado los genes funcionales ocurre predominantemente entre elementos V.sub.1 y 
U.sub.1/C.sub 1 o U.sub.3/C.sub.3 o entre elementos V.sub.2 y U.sub.2/C.sub.2  (U.sub.4 / C.sub.4 es un 
pseudogen), aunque las recombinaciones entre V.sub.2 y U.sub.3/C.sub.3 o U.sub.1/C.sub.1 se ven muy raramente.  
  
 Un ejemplo de un vector de expresión de mamífero es CDM8. La unidad de transcripción de CDM8 está 55 
compuesta por un promotor quimérico (el promotor constitutivo AD169 de citomegalovirus humano fusionado con el 
promotor de polimerasa T7 ARN), una región de policlonaje y el empalme de antígeno de tumor pequeño (t) SV40 y 
las señales de poliadenilación de región temprana derivadas de pSV2. El promotor de citomegalovirus humano 
(HCMV) se expresa en una variedad de tipos de células de mamíferos, mientras que el promotor de polimerasa de 
ARN dependiente de ADN bacteriófago T7 puede moverse a la transcripción/traslación in vitro libre de células de 60 
inserciones clonadas. Esta fusión promotora particular permite que los experimentos iniciales se realicen dentro de 
los confines del tipo de célula de mamífero huésped, mientras que el análisis y utilización adicional de la inserción 
clonada puede realizarse potencialmente en un sistema de transcripción/traslación in vitro libre de células. El 
promotor HCMV constitutivamente expresado también se ha utilizado en otros vectores de expresión mamífera 
además de CDM8. Los orígenes de réplica en CDM8 incluyen (1).pi.VX (permitiendo, por ejemplo, réplica en E. coli) 65 
(2) origen SV40 (por ejemplo, permitiendo la réplica en una variedad de tipos de célula COS) (3) origen de polioma 
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(por ejemplo, permitiendo réplica en fibroblastos de ratón transformados por virus de polioma) y (4) el origen de 
bacteriófago M13 (por ejemplo, permitiendo la generación de plantilla de hebra sencilla para análisis de secuencia de 
ADN y/o mutagénesis de oligonucleótido dirigida al sitio).  
 
 Además, CDM8 tiene el gen supF para la selección en E. coli. En este sistema de selección antibiótica, una 5 
construcción de plásmido basada en CDM8 se transforma a cepa E. coli especializada que contiene un episoma que 

transporta genes que codifican la resistencia a los antibióticas, ampicilina y tetracilina. Sin embargo, ambos genes 
contienen mutaciones de punto de terminación de cadena (codón “sin sentido”) que inactivan el fenotipo de 
resistencia. El producto de gen supF, un tARN supresor sin sentido, restaura el fenotipo resistente para cada 
antibiótico. Por lo tanto, la selección se basa en el crecimiento de la cepa E. coli que transporta el episomal 10 
especializado en el medio que contiene ampicilina y tetraciclina. Las colonias que muestran este fenotipo se 
transforman supuestamente con la construcción de plásmido basada en CDM8.  
  
 El vector CDM8 es compatible con líneas celulares COS así como líneas celulares transformadas con el 
virus polioma. Las líneas celulares COS son células CV1 de mono verde africano transformadas con un virus 15 
mutante SV40 defectuoso de origen. Las células COS producen el antígeno T grande, que se requiere en trans para 
promover la réplica de SV40 o construcciones de plásmido, tales como CDM8, que contienen las respectivas 
secuencias cis-actoras que inician la réplica viral. Por lo tanto, las células COS transfectadas con una construcción 
basada en CDM8 soportará la réplica del plásmido, dando como resultado un mayor número de copia de plásmido y 
un sobreexpresión temporal del gen de interés.  20 
 
 El principal uso de CDM8 es la clonación de expresión de cADN y la sobreproducción de proteínas 
específicas en un sistema de expresión in vitro de mamíferos. La clonación de expresión toma varias formas 
dependiendo del modo de detección utilizado para identificar el cADN de interés; sin embargo, la etapa inicial 
consiste en aislar mARN y sintetizar copias de ácido deoxirribonucleico de doble hebra de la población de mARN 25 
(cADNs). Estos cADNs deber estar eficientemente ligados a un plásmido o vector de clonación de ADN bacteriófago 
y transferirse al huésped apropiado antes de la filtración y el análisis de la biblioteca. El vector CDM8 contiene dos 
sitios de restricción BstXI, haciéndolo tratable para el procedimiento del enlace “adaptador” de ligar cADNs al vector, 
es decir, el uso de fragmentos de ADN con extremo desafilado en un extremo (y por lo tanto compatibles con la 
ligadura con el cADN de extremo desafilado) pero que contienen un saliente no palindrómico (extremo engomado) 30 
en el otro extremo (por ejemplo, compatible con ligadura con vector de ADN digerido con BstXI, pero no con otros 
cADNs).  
  
 Otro ejemplo de vector de expresión de mamífero es pCMX. Este vector contiene: (1) el promotor temprano 
inmediato de HCMV, (2) una secuencia empalme/poliadenilación SV40 ARN, (3) una resistencia a un antibiótico, tal 35 
como el gen beta-lactamasa que confiere resistencia a la ampicilina antibiótica. El vector pCMX también puede 
usarse para la expresión temporal de una secuencia de ADN clonada en células COS transfectadas.  
 
 El control de la transcripción de ambos genes de cadena pesada y ligera .kappa. reorganizados depende de 
la actividad del promotor específico del tejido corriente arriba de la región V y del potenciador específico de tejido 40 
situado en el intrón J-C. Estos elementos actúan sinergísticamente. También, se ha identificado un segundo 
potenciador específico de célula B en el locus de cadena ligera .kappa. Este potenciador adicional está situado 9kb 
corriente debajo de C.sub..kappa.  
 
 Tal sistema de huésped de mamífero usado para producir anticuerpos es una célula huésped de mieloma 45 
de ratón que se ha transfectado con ADN clonado que codifica el anticuerpo deseado. Tales “anticuerpos 
monoclonales recombinantes” a menudo son distintos de los anticuerpos monoclonales derivados de hibridoma para 
los que el ADN no se ha clonado y para los que las células que producen el anticuerpo monoclonal se derivan 
inmortalizando una célula que produce un anticuerpo monoclonal natural aislada de un animal. Los genes de 
inmunoglobulina de cadena pesada y ligera (Ig) que se expresan en células de hibridoma están bajo el control del 50 
promotor endógeno natural que siempre se ha unido con la secuencia de la región variable particular que se expresa 
en oposición al promotor contenido en el vector recombinante.  
  
 En producción recombinante, la secuencia de anticuerpo monoclonal que se clonará debe ligarse en un 
vector apropiado después del tratamiento de enzima de restricción del vector. Esta tarea puede ser difícil e imprecisa 55 
como el proceso de incorporar la secuencia o secuencias de nucleótido de anticuerpo en un vector de expresión o 
plásmido es complejo.  
  
 Sin embargo, al clonar las secuencias de ADN de anticuerpo monoclonal antes de preparar los anticuerpos 
monoclonales derivados de célula transfectada, pueden usarse métodos de ADN recombinante para sustituir el 60 
promotor endógeno natural para un gen Ig por cualquier promotor preferido. Una razón principal para cambiar un 
promotor es realizar niveles más altos de producción de anticuerpo monoclonal.  
 
 Las secuencias promotoras, en conjunto con las secuencia potenciadoras corriente abajo, son 
responsables de dirigir la transcripción (es decir, síntesis de ARN) de los genes de cadena pesada y ligera en las 65 
células transfectadas al enlazarse con proteínas nucleares especializadas llamadas factores de transcripción. Es 
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evidente que hay menos sitios para el enlace del factor de transcripción en un promotor IG que en un potenciador Ig; 
sin embargo, el hecho de que hay variabilidad de secuencia entre promotores pero solamente una única copia de la 
secuencia promotora hace que sea muy probable que haya variabilidad funcional entre promotores Ig. Un promotor 
puede ser “fuerte”, es decir, eficiente en enlazar una combinación favorable de factores de transcripción y lleva a 
altos niveles de síntesis de ARN de anticuerpo monoclonal, mientras que otro promotor puede ser “débil”, debido a 5 
que tiene una secuencia diferente de ADN. Ya que cada uno de los más de 200 genes HC de región variable y los 
más de 200 genes de LC de región variable en un repertorio Ig tiene su propio promotor naturalmente unido, y es 
probable que dos promotores no tengan secuencias idénticas, es probable que los muchos promotores diferentes Ig 
varíen significativamente con respecto a cómo de bien llevan la transcripción.  
 10 
 Los promotores Ig son solamente funcionales en céulas huésped de tipo linfoide, tales como células T y B 
(y células de mieloma), debido a su requisito para factores de transcripción específicos de gen Ig (por ejemplo, Oct-2 
y OBF-1) no expresados en otros tipos de células. Además, incluso los factores de transcripción específicos de 
células pueden expresarse solamente en fases particulares de diferenciación celular  de tal manera que la expresión 
óptima puede depender de unir el estado de diferenciación de la línea celular huésped con los motivos apropiados 15 
de secuencia en los promotores de gen Ig. Aunque la especificidad de célula huésped de promotores Ig puede verse 
como una desventaja menor para la expresión del anticuerpo monoclonal en una célula huésped no linfoide, la gran 
selección de promotores HC y LC permite una posibilidad de identificar y quizás optimizar más los promotores 
fuertes que pueden incorporarse a los vectores específicos de célula linfoide.  
 20 

La expresión de anticuerpos monoclonales detrás de un promotor fuerte aumenta las posibilidades de 
identificar líneas celulares altamente productoras y obtener mayores producciones de anticuerpos monoclonales. 
Como consecuencia, los vectores Ig con promotores fuertes son muy deseables para expresar cualquier anticuerpo 
monoclonal de interés. Además, los vectores con sitios de clonación únicos de ADN corriente debajo de los 
promotores fuertes tendrían una conveniencia añadida.  25 
 
 Por consiguiente, hay una necesidad de nuevos vectores y plásmidos útiles para la expresión de 
anticuerpos que simplifiquen las técnicas de ligadura y permitan la customización de secuencias promotoras y 
potenciadoras con el fin de aumentar la producción de anticuerpos.  
 30 
Resumen de la invención  

 
 La presente invención se refiere a vectores y plásmidos de expresión recombinante que comprenden sitios 
de restricción para la clonación de varios anticuerpos. En otra realización, la divulgación proporciona la expresión de 
secuencias de control en el vector, tales como secuencias potenciadoras y promotoras, que pueden customizarse en 35 
relación con el gen de anticuerpo que se clonará y transcribirá y el tipo de célula huésped que se usará, con el fin de 
llevar la transcripción eficientemente. La presente invención también comprende células huésped aisladas, por 
ejemplo, células de mamíferos y no mamíferos, que contienen tal vector o plásmido. La divulgación proporciona 
además métodos para producir un anticuerpo mediante cultivo, en un medio adecuado, una célula huésped que 
contiene un vector de expresión recombinante de la invención de tal manera que se produzca el anticuerpo.  40 
 
 En otra realización, la divulgación comprende un método para identificar, modular y/o determinar la 
interacción entre los factores de transcripción de célula huésped y las secuencias promotoras y potenciadoras de un 
vector de expresión. Esta interacción impulsa el proceso de transcripción. Los factores de transcripción y las 
secuencias promotoras y potenciadoras pueden customizarse para mejorar su afinidad para enlazarse entre sí, lo 45 
que puede aumentar la producción y eficiencia del proceso de transcripción.  
 
Descripción de las figuras 

 
La Fig. 1A es una representación esquemática del mapa vector para el plásmido p1560.  50 
 
La Fig. 1B es una representación esquemática del mapa vector para el plásmido p1558.  

 
Descripción de la invención 

 55 
 Las siguientes definiciones se exponen para ilustrar y definir el significado y alcance de varios términos 
usados para describir la invención en el presente documento.  
 
 Una “actividad” o “actividad biológica”, y una actividad funcional de un polipéptido se refieren a una 
actividad ejercida por una proteína o polipéptido in vivo, in situ o in vitro, de acuerdo con técnicas estándares. Tales 60 
actividades pueden ser una activad directa, tal como una asociación con una actividad enzimática en una segunda 
proteína, o una actividad indirecta, tal como un proceso celular mediado por la interacción de la proteína con una 
segunda proteína o una serie de interacciones como en la señalización intracelular o la cascada de coagulación.  
 
 Un “anticuerpo” incluye cualquier polipéptido o péptido que contiene molécula que comprende al menos una 65 
parte de una molécula de inmunoglobulina, tal como aunque sin limitar, al menos una región determinante de la 
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complementariedad (RDC) de una cadena pesada o ligara o una parte de enlace de ligando de la misma, una región 
variables de cadena pesada o cadena ligera, una región constante de cadena pesada o cadena ligera, una región 
marco, o una parte, fragmento o variante de la misma. El término “anticuerpo” pretende además abarcar anticuerpos, 
fragmentos de digestión, partes especificadas y variantes de los mismos, incluyendo miméticos de anticuerpo o que 
comprende partes de anticuerpos que imitan la estructura y/o función de un anticuerpo o fragmento especificado o 5 
parte del mismo, incluyendo anticuerpos de cadena sencilla y fragmentos de los mismos. Por ejemplo, los 
fragmentos de anticuerpo incluyen, aunque no se limitan a, Fab (por ejemplo, por digestión de papaína), Fab’ (por 
ejemplo, por digestión de pepsina y reducción parcial) y F(ab’)2 (por ejemplo, por digestión de pepsina, reducción 
parcial y reagregación), fragmentos de Fv o scFv (por ejemplo, mediante técnicas de biología molecular), están 
incluidas en la invención (véase, por ejemplo, Colligan, et al., eds., Current Protocolos in Immunology, John Wiley & 10 
Sons, Inc., NY (1994-2001); Colligan et al., Current Protocols in Polypeptide Science, John Wiley & Sons, NY, NY 
(1997-2001).  
 
 Moléculas “quiméricas” o de “fusión” son ácidos nucleicos o polipéptidos que se crean combinando uno o 
más polinucleótidos (o sus partes) con secuencias adicionales de ácido nucleico. Tales secuencias combinadas 15 
pueden introducirse en un vector apropiado y expresarse para dar lugar a un polipéptido quimérico o de fusión.  
 
 “Complemento de” o “complementario a” una secuencia de ácido nucleico de la invención se refiere a una 
molécula de polinucleótido que tiene una secuencia base complementaria y una orientación inversa en comparación 
con un primer polinucleótido.  20 
 
 “Fragmento” es un polipéptido variante que tiene una secuencia de aminoácido que es completamente la 
misma como parte pero no toda de cualquier secuencia de aminoácido de un polipéptido o un polinucleótido variante 
que tiene una secuencia de ácido nucleico que es completamente la misma como parte pero no toda de cualquier 
secuencia de ácido nucleico de cualquier polipéptido. Los fragmentos pueden incluir, por ejemplo, polipéptidos de 25 
truncamiento que tienen una parte de una secuencia de aminoácido, o de variantes de la misma, tales como una 
serie continua de residuos que incluyen una secuencia de aminoácido heteróloga amino- y/o carboxi-terminal. Las 
formas de degradación de los polipéptidos producidos por o en una célula huésped también se incluyen. Otros 
fragmentos ejemplares se caracterizan por los atributos estructurales o funcionales, tales como fragmentos que 
comprenden hélice alfa o regiones que forman hélice alfa, lámina beta o regiones que forman lámina beta, giro o 30 
regiones que forman giro, bobina o regiones que forman bobina, regiones hidrofílicas, regiones hidrofóbicas, 
regiones alfa-anfipáticas, regiones beta-anfipáticas, regiones flexibles, regiones que forman superficie, regiones que 
se enlazan con sustrato, regiones extracelulares, y regiones de alto índice antigénico.  
  
 Más fragmentos ejemplares incluyen un polipéptido aislado que comprende una secuencia de aminoácido 35 
que tiene al menos 15, 20, 30, 40, 50 o 100 aminoácidos contiguos de una secuencia de aminoácido de longitud 
completa, o un polipéptido aislado que comprende una secuencia de aminoácido que tiene al menos 15, 20, 30, 40, 
50 o 100 aminoácidos contiguos truncados o eliminados de la secuencia de aminoácido de longitud completa. Los 
fragmentos también incluyen polinucleótidos aislados que tiene tamaños o características similares.  
 40 
 “Identidad”, como se conoce en la técnica, es una relación entre dos o más secuencias de polipéptido o dos 
o más secuencias de polinucleótido, como se determina comparando las secuencias. En la técnica, “identidad” 
también significa el grado de relación secuencial entre secuencias e polipéptido o polinucleótido, como lo determina 
la coincidencia entre series de tales secuencias. “Identidad” y “similitud” pueden calcularse fácilmente mediante 
métodos conocidos, incluyendo, aunque sin limitar, a aquellos descritos en Computational Molecular Biology, Lesk, 45 
A. M., ed., Oxford University Press, Nueva York, 1988; Biocomputing: Informatics and Genome Projects, Smith, D. 
W., ed., Academic Pres, Nueva York, 1993; Computer Analysis of Sequence Data, Parte I, Griffin, A. M., y Griffin, H. 
G., eds., Humana Press, Nueva Jersey, 1994; Sequence Analysis in Moleculr Biologay, von Heinje, G., Academic 
Press, 1987; y Sequence Analysis Primer, Gribskov, M., y Devereus, J. Eds., M Stockton Press, Nueva York, 1991; y 
Carillo, H., y Lipman, D., Siam J. Applied Math., 48:1073 81988). Además, los valores para la identidad porcentual 50 
pueden obtenerse a partir de alineaciones de aminoácidos y secuencias nucleótidos generadas usando los ajustes 
estándares para el componente AlignX de Vector NTI Suite 8.0 (Informax, Frederick, MD).  
 
 Los métodos preferentes para determinar la identidad están diseñados para dar la mayor coincidencia entre 
las secuencias analizadas. Los métodos para determinar identidad y similitud se codifican en programas de 55 
ordenador públicamente disponibles. Los métodos para programas de ordenador preferentes para determinar 
identidad y similitud entre dos secuencias incluyen, aunque no se limitan a, el paquete de programa GCG (Devereux, 
J., et al., Nucleic Acids Research 12(1):387 (1984)); BLASTN y FASTA (Altschul, S. F. et al., J. Molec. Biolo. 
215:403-410 (1990). El programa BLAST X está públicamente disponible en NCBI y otras fuentes (Manual BLAST, 
Altschul, S., et al., NCBINLM NIH Besteda, Md. 20894: Altschul, S. et al., J. Mol. Biol. 215:403-410 (1990). El 60 
algoritmo bien conocido de Smith Waterman también puede usase para determinar identidad.  
 
 Los parámetros preferentes para la comparación de secuencia de polipéptidos incluyen los siguientes:  
(1) Algoritimo: Needleman y Wunsch, J. Mol Biol. 48:443-453 (1970)  
Matriz de comparación: BLOSSUM62  de Hentikoff y Hentikoff, Proc. Natl. Acad. Sci, USA. 89:10915-10919 (1992) 65 
Penalización en la puntuación del alineamiento por cada hueco: 12 
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Penalización en la puntuación del alineamiento por cada hueco en longitud: 4  
Un programa útil con estos parámetros está públicamente disponible como el programa “gap” de Genetics Computer 
Group, Madison Wis. Los parámetros anteriormente mencionados son los parámetros estándares para las 
comparaciones de secuencia de péptido (junto con las faltas de penalización para los huecos finales).  
 5 
 Los parámetros preferentes para la comparación de polinucleótidos incluyen los siguientes:  
(1) Algoritimo: Needleman y Wunsch, J. Mol Biol. 48:443-453 (1970)  
Matriz de comparación: coincidencias=+10, sin coincidencia=0 
Penalización en la puntuación del alineamiento por cada hueco: 50 
Penalización en la puntuación del alineamiento por cada hueco en longitud: 3  10 
Disponible como: el programa “gap” de Genetics Computer Group, Madison Wis. Estos son parámetros estándares 
para comparaciones de secuencia de ácido nucleico.  
 
 A modo de ejemplo, una secuencia de polinucleótido puede ser idéntica a otra secuencia, que es 100% 
idéntica, o puede incluir hasta ciertos números enteros de alteraciones de nucleótidos en comparación con la 15 
secuencia referencia. Tales alteraciones se seleccionan del grupo consistente en al menos una eliminación de 
nucleótido, sustitución, incluyendo transición o transversión, o inserción, y donde las alteraciones ocurren en las 
posiciones terminales 5’ o 3’ de la secuencia de nucleótido referencia o en cualquier sitio entre esas posiciones 
terminales, intercaladas individualmente entre los nucleótidos en la secuencia referencia o en uno o más grupos 
contiguos en la secuencia referencia. El número de alteraciones de nucleótidos se determina multiplicando el 20 
número total de nucleótidos en la secuencia por el porcentaje numérico de la respectiva identidad porcentual 
(dividida entre 100) y restando el producto del número total de nucleótidos en la secuencia, o:  
n.sub.n.ltorsim.x.sub.n-(x.sub.n.y), 
donde n.sub.n es el número de alteraciones de nucleótido, x.sub.n es el número total de nucleótidos en la secuencia, 
e y es, por ejemplo 0,70 para 70%, 0,80 para 80%, 0,85 para 85%, 0,90 para 90%, 0,95 para 95%, etc., donde 25 
cualquier producto no entero de x.sub.n e y se redondea hacia abajo al número entero más cercano para restar de 
x.sub.n.  
 
 Las alteraciones de una secuencia de polinucleótido que codifica un polipéptido pueden crear mutaciones 
sin sentido, de sentido erróneo o de cambio de estructura en esta secuencia codificadora y por lo tanto alterar el 30 
polipéptido codificado por el polinucleótido seguido de tales alteraciones. Similarmente, una secuencia de polipéptido 
puede ser idéntica a una secuencia de referencia, es decir 100% idéntica, o puede incluir hasta cierto número entero 
de alteraciones de aminoácido en comparación con la secuencia de referencia de tal manera que la identidad 
porcentual sea inferior al 100%. Tales alteraciones se seleccionan del grupo consistente en al menos una 
eliminación de aminoácido, sustitución, incluyendo sustitución conservadora y no conservadora, o inserción, y donde 35 
las alteraciones pueden ocurrir en la posición amino- o carboxi-terminal de la secuencia de polipéptido de referencia 
o en cualquier sitio entre esas posiciones terminales, intercaladas individualmente entre los aminoácidos en la 
secuencia referencia o en uno o más grupos contiguos en la secuencia referencia. El número de alteraciones de 
aminoácidos para una identidad% dada se determina multiplicando el número total de aminoácidos en la secuencia 
por el porcentaje numérico de la respectiva identidad porcentual (dividida entre 100) y después restando ese 40 
producto del número total de aminoácidos en la secuencia, o:  
n.sub.a.ltorsim.x.sub.a –(x.sub.a.y),  
donde n.sub.a es el número de alteraciones de aminoácido, x.sub.a es el número total de aminoácidos en la 
secuencia, e y es, por ejemplo 0,70 para 70%, 0,80 para 80%, 0,85 para 85%, etc., donde cualquier producto no 
entero de x.sub.a e y se redondea hacia abajo al número entero más cercano para restar de x.sub.a.  45 
 
 “Ácidos nucleicos” son polímeros de nucleótidos, donde un nucleótido comprende una base unida a un 
azúcar cuyos azúcares a su vez se unen entre sí mediante al menso una molécula bivalente, tal como un ácido 
fosfórico. En ácidos nucleicos que ocurren de manera natural, el azúcar es 2’-deoxirribosa (ADN) o ribosa (ARN). 
Los poli- u oligonucleótidos no naturales contienen bases modificadas, azúcares, o molécula de enlace, pero se 50 
entiende que generalmente imitan la naturaleza complementaria de los ácidos nucleicos que ocurren de manera 
natural a los que se han diseñado. Un ejemplo de oligonucleótido no natural es una composición de molécula anti-
sentido que tiene una red central de fosforotiorato. Un “oligonucleótido” generalmente se refiere a ácidos nucleicos 
que tienen menos de 30 nucleótidos.  
 55 
 Un “polipéptido” es un polímero de residuos de aminoácidos unidos por enlaces peptídicos, y un péptido se 
refiere generalmente a polimeros de aminoácido de 12 o menos residuos. Los enlaces peptídicos pueden producirse 
naturalmente como los dirigidos por la plantilla de ácido nucleico o sintéticamente por métodos bien conocidos en la 
técnica.  
 60 
 Una “proteína” es una macromolécula que comprende una o más cadenas de polipéptido. Una proteína 
puede además comprender grupos sustituyentes unidos a los grupos laterales de los aminoácidos implicados en la 
formación de los enlaces peptídicos. Típicamente, las proteínas formadas por expresión de célula eucariótica 
también contienen carbohidratos. Las proteínas se definen en el presente documento en términos de su secuencia o 
red central de aminoácido y los sustituyentes no se especifican, sean conocidos o no.  65 
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 El término “receptor” denota una molécula que tiene actividad biológica resultante de la interacción con un 
ligando específico o pareja de enlace. Los receptores unidos a la membrana celular se caracterizan por un dominio 
de enlace de ligando extracelular, uno o más dominios que cubren la membrana o transmembrana, y un dominio 
efector intracelular que está típicamente implicado en transducción de señal. En enlace de ligando a los receptores 
de la membrana celular provoca cambios en el dominio extracelular que se comunican con la membrana celular, 5 
interacción directa o indirecta con una o más proteínas intracelulares, y altera las proteínas celulares, tales como 
actividad enzimática, forma celular o perfil de expresión de gen. Los receptores también pueden estar liberados a la 
superficie celular y pueden ser citosólicos, nucleares o liberarse de la célula juntos. Los receptores asociados no 
celulares se llaman receptores solubles.  
 10 
 Todas las publicaciones o patentes citadas en el presente documento desvelan el estado de la técnica en el 
momento de la presente invención y/o proporcionan la descripción y capacidad de la presente invención. Las 
publicaciones se refieren a cualquier publicación científica o de patente, o cualquier otra información disponible en 
cualquier formato de medio, incluyendo formatos grabados, electrónicos o impresos. Se citan las siguientes 
referencias: Ausubel et al., ed., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Inc., NY, NY (1987-15 
2001); Sambrook, et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2ª Edición, Cold Spring Harbor, NY (1989); Harlow 
y Lane, antibodies, a Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, NY (1989); Colligan, et al., eds., Current Protocols in 
Immunology, John Wiley & Sons, Inc., NY (1994-2001); Colligan et al., Current Protocols in Protein Science, John 
Wiley & Sons, NY, NY, (1997-2001).  
 20 
Vectores de Expresión Recombinante y Células Huéspedes 

 
 La invención proporciona vectores, preferentemente, vectores de expresión, que contienen un ácido 
nucleico que codifica un polipéptido específicos, por ejemplo, el anticuerpo anti-IL-12, o puede usarse para obtener 
plásmidos que contienen varios genes de anticuerpo HC o LC o partes de los mismos. Como se usa en el presente 25 
documento, el término “vector” se refiere a una molécula de ácido nucleico capaz de transportar otro ácido nucleico 
con el que se ha unido. Un tipo de vector es un “plásmido”, que se refiere a un bucle de ADN circular de doble hebra 
al que pueden ligarse segmentos adicionales de ADN. Otro tipo de vector es un vector viral, donde segmentos 
adicionales de ADN pueden ligarse al genoma viral.  
 30 
 Ciertos vectores son capaces de réplica autónoma en una célula huésped en la que se introducen (por 
ejemplo, vectores bacterianos que tiene un origen bacteriano de réplica y vectores episómico de mamífero). Otros 
vectores (por ejemplo, vectores no episómico de mamífero) están integrados en el genoma de una célula huésped 
tras la introducción en la célula huésped, y de este modo se replican junto con el genoma huésped. Además, ciertos 
vectores, por ejemplo, vectores de expresión, son capaces de dirigir la expresión de genes a los que operativamente 35 
se unen.  En general, los vectores de expresión de utilidad en técnicas de ADN recombinante tienen a menudo forma 
de plásmidos (vectores). Sin embargo, la invención pretende incluir otras formas de vectores de expresión, tales 
como vectores virales (por ejemplo, retrovirus defectuosos de réplica, adenovirus y virus adeno-asociados), que 
sirven funciones equivalentes.  
 40 
 Los vectores de expresión recombinantes de la invención comprenden un ácido nucleico en una forma 
adecuada para la expresión del ácido nucleico en una célula huésped. Esto significa que los vectores de expresión 
recombinantes incluyen una o más secuencias reguladoras, seleccionadas en base a las células huéspedes que se 
usarán para la expresión, que están operativamente unidas con la secuencia de ácido nucleico que se expresará. En 
un vector de expresión recombinante, “operativamente unido” pretende significar que la secuencia de nucleótido de 45 
interés está unida a la secuencia o secuencias reguladoras de manera que permite la expresión de la secuencia de 
nucleótido (por ejemplo, en un sistema de transcripción/traslación in vitro o en una célula huésped cuando el vector 
se introduce en la célula huésped). Además, la secuencia reguladora se optimiza en base a las características de la 
célula huésped, es decir, factores de transcripción.  
 50 
 El término “secuencia reguladora” pretende incluir promotores, potenciadores y otros elementos de control 
de expresión (por ejemplo, señales de poliadenilación). Tales secuencias reguladoras se describen, por ejemplo, en 
Goeddel, Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, Calif. (1990). Las 
secuencias reguladoras incluyen aquellas que dirigen expresión constitutiva de una secuencia de nucleótido en 
muchos tipos de células huéspedes y aquellas que dirigen expresión de la secuencia de nucleótido solamente en 55 
ciertas células huéspedes (por ejemplo, secuencias reguladoras específicas de tejido). Aquellos expertos en la 
técnica apreciarán que el diseño del vector de expresión puede depender de factores tales como la elección de la 
célula huésped que se transformará, el nivel de expresión de proteína deseada, y similares. Los vectores de 
expresión de la invención pueden introducirse en las céulas huéspedes para producir de ese modo proteínas o 
péptidos, incluyendo proteínas o péptidos de fusión o quiméricos, codificados por ácidos nucleicos como se describe 60 
en el presente documento.  
 
 Los vectores de expresión recombinantes de la invención pueden estar diseñados para la expresión de un 
polipéptido en células procarióticas (por ejemplo, E. coli) o eucarióticas (por ejemplo, células de insectos (usando 

vectores de expresión de baculovirus), células de levadura o células de mamíferos). Las células huéspedes 65 
adecuadas se analizan con más detalle en Goeddel, supra. Alternativamente, el vector de expresión puede 
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transcribirse y trasladarse in vitro, por ejemplo usando secuencias reguladoras de promotor T7 y polimerasa T7.  
  
 La expresión de proteínas en procariotas se realiza a menudo en E. coli con vectores que contienen 
promotores constitutivos o inducibles que dirigen la expresión de proteínas de fusión o de no fusión. Los vectores de 
fusión añaden un número de aminoácidos a una proteína codificada en los mismos, normalmente a la terminal amino 5 
de la proteína recombinante. Tales vectores de fusión típicamente sirven tres fines: (1) aumentar la expresión de 
proteína recombinante; (2) aumentar la solubilidad de la proteína recombinante; y (3) ayudar en la purificación de 
proteína recombinante actuando como un ligando en la purificación por afinidad. A menudo, en vectores de 
expresión de fusión, se introduce un sitio de segmentación proteolítica en la unión de la fracción de fusión y la 
proteína recombinante para permitir la separación de la proteína recombinante de la fracción de fusión después de la 10 
purificación de la proteína de fusión. Tales enzimas, y sus secuencias semejantes de reconocimiento, incluyen 
Factor Xa, trombina y enteroquinasa. Los vectores de expresión de fusión típicos incluyen pGEX (Pharmacia Biotech 
Inc; Smith and Johnson (1988) Gene 67:31-40), pMAL (New England Biolabs, Beverly, Mass.) y pRIT5 (Pharmacia, 
Piscataway, N:J) que fusionan glutationa S-transferasa (GST), proteína de enlace maltosa E, o proteína A, 
respectivamente, con la proteína recombinante diana.  15 
 
 Para ayudar en la purificación por afinidad, varios polipéptidos con etiqueta y sus respectivos anticuerpos 
son bien conocidos en la técnica. Ejemplos incluyen etiquetas poli-histidina (poli-his) o poli-histidina-glicina (poli-his-
gli); el polipéptido con etiqueta de gripe HA y su anticuerpo 12CA5 (Field et al., Mol. Cell. Biol, 8:2159-2165 (1988)); 
la etiqueta c-myc y los anticuerpos 8F9, 3C7, 6E10, G4, 7 y 9E10 en en los mismos (Evan et al., Molecular and 20 
Cellular Biology, 5:3610-3616 (1985)); y la etiqueta de glicoproteína D de virus Herpes Simplex (gD) y su anticuerpo 
(Paborsky et al., Protein Enoineering 3(6):547-553 (1990)). Otros polipéptidos con etiqueta incluyen el péptido Flag 
(Hopp et al., Bio Technology, 6:1204-1210 (1988)); el péptido de epítope KT3 (Skinner et al., J. Biol. Chem., 
266:15163-15166 (1991)); y la etiqueta de péptido de proteína 10 de gen T7 (Lutz-Freyermuth et al., Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA, 87:6393-6397 (1990)). Una etiqueta preferente es la etiqueta FLAG.  25 
 
 Ejemplos de vectores de expresión inducibles adecuados de E.coli de no fusión incluyen pTrc (Amann et 

al., (1988) Gene 69:301-315) y pET 11d (Studier et al., Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, 
Academic Press, San Diego, Calif. (1990) 60-89). La expresión de gen diana del vector pTrc depende de la 
transcripción de polimerasa de ARN huésped de un promotor de fusión del híbrido trp-lac. La expresión del gen 30 
diana del vector pET 11d depende de la transcripción de un promotor de fusión T7 gn10-lac mediado por la 
polimerasa de ARN viral co-expresada (T7 gn1). Esta polimerasa viral es suministrad por la cepa huésped BL21 
(DE3) o HMS174(DE3) de un prófago residente λ que alberga un gen T7 gn1 bajo el control transcripcional del 
promotor lacUV 5.  
 35 
 Una estrategia para maximizar la expresión de proteína recombinante en E. coli es expresar la proteína en 
la bacteria huésped con una capacidad disminuida para partir proteolíticamente la proteína recombinante 
(Gottesman, Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, Calif. (1990) 
119-128). Otra estrategia es alterar la secuencia de ácido nucleico para insertarla en un vector de expresión de 
manera que los codones individuales para cada aminoácido sean aquellos preferentemente utilizados en E. coli 40 
(Wada et al. (1992) Nucleic Acids Res. 20:2111-2118). Tal alteración de secuencias de ácido nucleico de la 
invención puede realizarse mediante técnicas estándares de síntesis de ADN.  
 
 En otra realización, el vector de expresión es un vector de expresión de levadura. Ejemplos de vectores 
para expresión en levadura S. cerevisiae incluyen pYepSec1 (Baldari et al. (1987) EMBO J. 6:229-234), pMFa 45 
(Kurjan y Herskowitz, (1982) Cell 30:933-943), pJRY88 (Schultz et al. (1987) Gene 54:114-123), pYES2 (Invitrogen 
Corporation, San Diego, Calif.), y pPicZ (Invitrogen Corp, San Diego, Calif.).  
 
 Alternativamente, el vector de expresión es un vector de expresión de baculovirus. Los vectores de 
baculovirus disponibles para la expresión de proteínas en células de insectos cultivadas (por ejemplo, células Sf 9) 50 
incluyen la serie pAc (Smith et al., (1983) Mol. Cell Biol. 3:2156-2165) y la serie pVL (Lucklow y Summers (1989) 
Virology 170:31-39).  
 
  En otra realización más, un ácido nucleico de la invención se expresa en células mamíferas usando un 
vector de expresión de mamífero. Ejemplos de vectores de expresión de mamíferos incluyen pCDM8 (Seed (1987) 55 
Nature 329:840) y pMT2PC (Kaufman et al. (1987) EMBO J. 6:187:195). Cuando se usan en células mamíferas, las 
funciones de control del vector de expresión a menudo las proporcionan los elementos reguladores virales. Por 
ejemplo, los promotores comúnmente usados se derivan de polioma, Adenovirus 2, citomegalovirus y Virus del Simio 
40. Para otros sistemas de expresión adecuados para célula procarióticas y eucariótica, véase capítulos 16 y 17 de 
Sambrook et al., supra.  60 
 
 En otra realización, el vector de expresión de mamífero recombinante es capaz de dirigir la expresión del 
ácido nucleico, preferentemente en un tipo de célula particular, tales como células de linfoma (por ejemplo, células 
de mieloma de ratón). En tipos específicos de células, los elementos reguladores específicos de tejido se usan para 
expresar el ácido nucleico. Los elementos reguladores específicos de tejido son bien conocidos en la técnica. 65 
Ejemplos no limitativos de promotores adecuados específicos de tejido incluyen el promotor de albúmina (específico 
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del hígado; Pinkert et al. (1987) Genes DEv. 1:268-277), promotores específicos de linfoide (Calame y Eaton (1988) 
Adv. Immunol. 43:235-275), en particular promotores de receptores de célula T (Winoto y Baltimore (1989) EMBO J. 
8:729-733), e inmunoglobulinas (Banerji et al. (1983) Cell 33:729-740; Queen y Baltimore (1983) Cell 33:741-748), 
promotores neuro-específicos (por ejemplo, promotor de neurofilamento, Byrne y Ruddle (1989) Proc. Natl. Acad. 
Sci. UsA 86:5473-5477), promotores específicos de páncreas (Edlund et al., (1985) Science 230:912-916), y 5 
promotores específicos de glándula mamaria (por ejemplo, promotor de suero de leche; Patente de Estados Unidos 
Nº 4.873.316 y Publicación de Solicitud Europea Nº 264.166). Los promotores regulados con desarrollo también se 
incluyen, por ejemplo, en los promotores hox murinos (Kessel y Gruss (1990) Science 249:374-379) y el promotor α-
fetoproteína (Campes y Tilghman (1989) Genes Dev. 3:537-546).  
 10 
 La invención proporciona además un vector de expresión recombinante que comprende una molécula de 
ADN clonada en el vector de expresión en una orientación antisentido. Es decir, la molécula de ADN está 
operativamente unida a una secuencia reguladora de una manera que permite la expresión (mediante transcripción 
de la molécula de ADN) de una molécula de AR que es antisentido para el polipéptido que codifica mARN. Las 
secuencia reguladoras operativamente unidas a un ácido nucleico clonado en la orientación antisentido pueden 15 
elegirse para que dirijan la expresión continua de la molécula de ARN antisentido en una variedad de tipos de célula. 
Por ejemplo, los promotores y/o potenciadores virales, o secuencias reguladoras pueden elegirse con expresión 
constitutiva directa, específica de tejido o específica de tipo célula de ARN antisentido. El vector de expresión 
antisentido pueden tener forma de un plásmido recombinante, fagémido, o virus atenuado en el que los ácidos 
nucleicos antisentido se producen bajo el control de una región reguladora muy eficiente, cuya actividad puede 20 
determinarse pro el tipo de célula en el que el vector se introduce. Para un análisis de la regulación de expresión 
genética usando genes antisentido, véase Weintraub et al. (Reviews—Trends in Genetics, Vol. 1(1) 1986).  
 
 Otro aspecto de la invención pertenece a céulas huéspedes en las que un vector de expresión 
recombinante de la invención se ha introducido. Los términos “célula huésped” y “célula huésped recombinante” se 25 
usan intercambiablemente en el presente documento. Se entiende que tales términos no solamente se refieren a la 
célula sujeto particular, sino a la progenie o progenie potencial de tal célula. Debido a que pueden ocurrir ciertas 
modificaciones en las subsiguientes generaciones debido a mutación o influencias ambientales, tal progenie puede 
no ser, de hecho, idéntica a la célula original, pero sigue estando incluida en el alcance del término como se usa en 
el presente documento.  30 
 
 Una célula huésped puede ser cualquier célula procariótica (por ejemplo, E. coli) o eucariótica (por ejemplo, 
células de insecto, células de levadura o mamíferos). Un número de líneas de célula huésped de mamífero 
adecuadas capaces de expresar polipéptidos glicosilados intactos se han desarrollado en la técnica, e incluyen las 
líneas celulares COS-1 (por ejemplo, ATCC CRL 1650), COS-7 (por ejemplo, ATCC CRL-1651), HEK293, BHK21 35 
(por ejemplo, ATCC CR-10), CHO (por ejemplo, ATCC CRL 1610) y BSC-1 (por ejemplo, ATCC CRL-26), células 
Cos-7, células COS, células hepG2, P3X63Ag8.653, SP2/0-Ag14, células 293, células HeLa y similares, que están 
fácilmente disponibles, por ejemplo, en la Colección Americana de Cultivos Tipo, Manassas, Va (www.atcc.org). En 
el presente documento, “célula huésped” no incluye células madre del embrión humano.  
 40 
 Los vectores de expresión para estas células pueden incluir uno o más de las siguientes secuencias de 
control de expresión, un promotor, un potenciador y/o procesar sitios de información, tales como sitios de enlace de 
ribosomas, sitios de segmentación de ARN, sitos de poliadenilación y secuencias terminadoras transcripcionales 
(véase, por ejemplo, Ausubel et al., supra; Sambrook, et al., supra).  
 45 
 El vector de ADN puede introducirse en células procarióticas y eucarióticas mediante técnicas 
convencionales de transformación o transfección. Como se usa en el presente documento, los términos 
“transformación” y transfección” pretenden referirse a una variedad de técnicas reconocidas en la técnica para 
introducir ácido nucleico externo en una célula huésped, incluyendo co-precipitación de fosfato cálcico o cloruro 
cálcico, transfección mediada por DEAE-dextrano, lipofección o electroporación. Los métodos adecuados para 50 
transformar o transfectar células huéspedes pueden encontrarse en Sambrook, et al. (supra) y otros manuales de 
laboratorio.  
 
 Para transfección estable de células mamíferas, es bien conocido que, dependiendo del vector de 
expresión y la técnica de transfección usada, solamente una pequeña fracción de células puede integrar el ADN 55 
externo en su genoma. Con el fin de identificar y seleccionar estos integrantes, un gen que codifica un marcador 
seleccionable (por ejemplo, para resistencia a antibióticos) se introduce generalmente en las células huéspedes 
junto con el gen de interés. Los marcadores seleccionables preferentes incluyen aquellos que confieren resistencia a 
los fármacos, tales como, cloranfenicol, tetraciclinas, gentamicina, kanamicina, ampicilina, G418, higromicina, 
metotrexato, etc. Las células establemente transfectadas con el ácido nucleico introducido pueden identificarse 60 
mediante selección de fármacos (por ejemplo, células que han incorporado el gen marcador seleccionable 
sobrevirán, mientras que otras células morirán).  
 
 Una célula huésped de la invención, tal como una célula huésped procariótica o eucariótica, puede usarse 
para producir un polipéptido (por ejemplo, una proteína o anticuerpo). Por consiguiente, la divulgación proporciona 65 
además métodos para producir un polipéptido usando las células huéspedes de la invención. En una realización, el 
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método comprende cultivar la célula huésped de la invención (en la que se ha introducido un vector de expresión 
recombinante que codifica un polipéptido) en un medio adecuado de tal manea que se produzca el polipéptido. En 
otra realización, el método comprende además aislar el polipéptido del medio o la célula huésped.  
 
 Las células huéspedes de la invención también pueden usarse para producir animales transgénicos no 5 
humanos. Por ejemplo, en una realización, una célula huésped de la invención es un oocito fertilizado de una célula 
madre embrionaria en la que al menos se ha introducido una secuencia que codifica un polipéptido. Tales células 
huéspedes pueden después usarse para crear animales transgénicos no humanos en los que se han introducido 
secuencias exógenas que codifican un polipéptido en su genoma o animales recombinantes heterólogos en los que 
se han alterado secuencias endógenas que codifican un polipéptido. Tales animales son útiles para estudiar la 10 
función y/o actividad del polipéptido y para identificar y/o evaluar moduladores de la actividad del polipéptido. Como 
se usa en el presente documento, un “animal transgénico” es un animal no humano, preferentemente, un mamífero, 
más preferentemente un roedor, tal como una rata o ratón, en el que una o más de las células del animal incluye un 
transgen. Otros ejemplos de animales transgénicos incluyen primates no humanos, ovejas, perros, vacas, cabras, 
pollos, anfibios, etc. Un transgen es ADN exógeno que se integra en el genoma de una célula de la que se desarrolla 15 
un animal transgénico y que permanece en el genoma del animal maduro, dirigiendo de ese modo la expresión de 
un producto de gen codificado a uno o más tipos de célula o tejidos del animal transgénico. Como se usa en el 
presente documento, un “animal recombinante homólogo” es un animal no humano, preferentemente un mamífero, 
más preferentemente un ratón, en el que el gen endógeno se ha alterado mediante recombinación homóloga entre el 
gen endógeno y una molécula de ADN exógeno introducida en una célula del animal, por ejemplo, una célula 20 
embrionaria del animal, antes del desarrollo del animal.  
 
 Un animal transgénico de la invención puede crearse introduciendo ácido nucleico que codifica un 
polipéptido en los pro-núcleos machos de un oocito fertilizado, por ejemplo, mediante microinyeción, infección 
retroviral, y permitiendo que el oocito se desarrollo en un animal de acogida hembra pseudoembarazado. Las 25 
secuencias intrónicas y las señales de poliadenilación también pueden incluirse en el transgen para aumentar la 
eficiencia de expresión de transgen. Una secuencia o secuencias reguladoras específicas de tejió pueden estar 
operativamente unida al transgen para dirigir la expresión del polipéptido a células particulares. Métodos para 
generar animales transgénicos mediante manipulación de embrión y microinyeccion, particularmente, animales tales 
como ratones, se han convertido en convencionales en la técnica y se describen, por ejemplo, en Patentes de 30 
Estados Unidos Números 4.736.866, 4.870.009 y 4.873.191 y Hogan, Manipulating the Mouse Embryo, (Cold Spring 
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N. Y., 1986). Se usan métodos similares para la producción de otros 
animales transgénicos no humanos. Un animal fundador transgénico puede identificarse en base a la presencia del 
transgen en su genoma y/o expresión de mARN que codifica el transgen en tejidos o células de los animales. Un 
animal fundador transgénico puede después usarse para engendrar animales adicionales que lleven el transgen. 35 
Además, los animales transgénicos no humanos que llevan el transgen pueden además engendrar otros animales 
transgénico no humano que lleven otros transgenes.  
 
 Para crear un animal recombinante homólogo, se prepara un vector que contiene al menos una parte de un 
gen que codifica un polipéptido en el que se ha introducido una eliminación, adición o sustitución para alterar de ese 40 
modo, por ejemplo, interrumpir funcionalmente, el gen. En una realización preferente, el vector está diseñado de tal 
manera que, después de la recombinación homóloga, el gen endógeno se interrumpe funcionalmente (es decir, deja 
de codificar una proteína funcional; también referido como un vector “noquear”). Alternativamente, el vector puede 
estar diseñado de tal manera que, después de la recombinación homóloga, el gen endógeno se mute o de otra 
manera se altere pero que aún codifique la proteína funcional (por ejemplo, la región reguladora corriente arriba 45 
puede alterarse para alterar de ese modo la expresión de la proteína endógena). En el vector de recombinación 
homólogo, la parte alterada del gen está flanqueada en sus extremos 5’ y 3’ por ácido nucleico adicional del gen 
para permitir que ocurra la recombinación homóloga entre el gen exógeno transportado por el vector y un gen 
endógeno en una célula madre embrionaria. Las secuencias adicionales de ácido nucleico flanqueantes tienen la 
longitud suficiente para la recombinación homóloga buena con el gen endógeno. Típicamente, se incluyen varias 50 
kilobases de ADN flanqueante (ambas en los extremos 5’ y 3’) en el vector (véase, por ejemplo, Thoma y Capecchi 
(1987) 51:503 para una descripción de vectores de recombinación homólogos). El vector se introduce en una línea 
de célula madre embrionaria (por ejemplo, mediante electroporación) y se seleccionan las células en las que el gen 
introducido se ha recombinado homólogamente con el gen endógeno (véase, por ejemplo, Li et al. (1992) Cell 
69:915). Las células seleccionadas se inyectan después en un blastocisto de un animal no  humano (por ejemplo, un 55 
ratón) para formar quimeras de agregación (IRL, Oxford, 1987), págs. 113-152). Un embrión quimérico no humano 
puede después implantarse en un animal de acogida hembra pseudoembarazado y el embrión se lleva a término. La 
progenie que alberga el ADN homólogamente recombinado en sus céulas germinales puede usarse para engendrar 
animales en los que todas las células del animal contengan el AdN homólogamente recombinado por la transmisión 
de la línea celular del transgen. Los métodos para construir vectores de recombinación homólogos y animales 60 
recombinantes homólogos se desccriben con más detalle en Bradley (1991) Current Opinion in Bio/Technology 
2:823-829 y en Publicaciones PCT Números WO 90/11354, WO 91/01140, WO 92/0968 y WO 93/04169.  
 
 En otra realización, pueden producirse animales transgénicos no humanos que contienen sistemas 
seleccionados que permite la expresión regulada del transgen. Un ejemplo de tal sistema es el sistema recombinasa 65 
cre/loxP de bacteriófago P1. Para una descripción del sistema recombinasa cre/loxP, véase, por ejemplo, Lakso eta 
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la. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:6232-6236. Otro ejemplo de un sistema de recombinasa es el sistema FLP 
recombinasa de Saccharomyes cerevisiae (O’Gorman et al. (1991) Science 251:1351-1355). Si un sistema 

recombinasas cre/loxP s usa para regular la expresión del transgen, se requieren animales que contengan 
transgenes que codifiquen Cre recombinasa y una proteína seleccionada. Tales animales pueden proporcionarse a 
través de la construcción de animales transgénicos “dobles”, por ejemplo, emparejando dos animales transgénicos, 5 
uno que contenga un transgen que codifica una proteína seleccionada y el otro que contenga un transgen que 
codifique una recombinasa.  
 
 Los clones de los animales transgénicos no humanos descritos en el presente documento también pueden 
producirse de acuerdo con los métodos descritos en Wilmut et al. (1997) Natura 385:810-813 y Publicaciones PCT 10 
Números WO 97/07668 y WO 97/07669.  
 
Anticuerpos  

 
 La presente invención incluye además, aunque no se limita a, métodos de uso de ácidos nucleicos y 15 
polipéptidos codificados para hacer de este modo anticuerpos y anticuerpos anti-idiotipo, que incluyen 
composiciones de diagnóstico y terapéuticas, métodos y dispositivos. Tales anticuerpos afectan además 
opcionalmente a un ligando específico, tal como pero sin limitar a, donde tal anticuerpo modula, disminuye, aumenta, 
antagoniza, agoniza, mitiga, alivia, bloquea, inhibe, abroga y/o interfiere con al menos una actividad o enlace de 
proteína, o con actividad o enlace del receptor, in vitro, in situ y/o in vivo. Como un ejemplo no limitativo, un 20 
anticuerpo adecuado, parte especificada o variante puede enlazarse al menos con una proteína, o partes 
especificadas, variantes o dominios de la misma. Un anticuerpo adecuado, parte especificada o variante puede 
también afectar opcionalmente al menos a una de la actividad o función de la proteína, tal como pero sin limitar a, 
síntesis de ARN, ADN o polipéptido, liberación de proteína, señalización del receptor, segmentación de membrana, 
actividad de proteína, producción y/o síntesis de proteína. Los anticuerpos útiles en los métodos y composiciones de 25 
la presente invención pueden estar opcionalmente caracterizados por un enlace de alta afinidad con sus antígenos y, 
opcionalmente y preferentemente, por tener baja toxicidad.  
 
 Como se usa en el presente documento, un “anticuerpo”, y similares incluyen cualquier polipéptido o 
péptido que contiene una molécula que comprende al menos una parte de una molécula de inmunoglobulina, tal 30 
como pero sin limitar a, al menos una región determinante de la complementariedad (RDC) de una cadena pesada o 
ligera o una pate de enlace de ligando de la misma, una región variable de cadena pesada o cadena ligera, una 
región constante de cadena pesada o cadena ligara, una región marco, o cualquier parte, fragmento o variante de la 
misma, o al menos una parte de un receptor o polipéptido de enlace, que puede incorporarse en un anticuerpo.  
 35 
 Los anticuerpos pueden incluir uno o más de al menos un RDC, al menos una región variable, al menos 
una región constante, al menos una cadena pesada (por ejemplo, g1, g2, g3, g4, m, a1, a2, d, e), al menso una 
cadena ligera (por ejemplo, kappa y lambda), o cualquier parte o fragmento de la misma, y pueden además 
comprender enlaces de disulfuro inter-cadena o intra-cadena, regiones bisagra, sitios de glicosilación que pueden 
separarse por una región bisagra, así como cadenas pesadas y  cadenas ligeras. Los cadenas ligeras tienen 40 
típicamente un peso molecular de aproximadamente 25Kd y las cadenas pesadas oscilan entre 50K y 77 Kd. Las 
cadenas ligeras existen en dos formas distintas de isotipos, kappa (k) y lambda (l), que pueden combinarse con 
cualquiera de los tipos de cadena pesada. Todas las cadenas ligeras tienen al menos una región variable y al menos 
una región constante. Se considera que el anticuerpo IgG es una estructura típica de anticuerpo y tiene dos enlaces 
de disulfuro intra-cadena en la cadena ligera (uno en la región variable y uno en la región constante), con cuatro en 45 
la cadena pesada, y tal enlace abarca un bucle de péptido de aproximadamente 60-70 aminoácidos que 
comprenden un “dominio” de aproximadamente 110 aminoácidos en la cadena. Los anticuerpos IgG pueden 
caracterizarse en cuatro clases, IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4. Cada clase de inmunoglobulina tiene un conjunto diferente 
de funciones. La siguiente tabla resume las propiedades fisicoquímicas de cada una de las clases y subclases de 
inmunoglobulina.  50 
 
 
 
 
 55 
 
 
 
 
 60 
 
 
 
 
 65 
 

Propiedad IgG1 IgG2 IgG3 IgG4 IgM IgA1 IgA2 SigA IgD IgE 

Cadena pesada γ1 γ1 γ1 γ1 µ α1 α2 α1 α2 δ ε 

Conc. Media de 

suero (mg/ml) 

9 3 1 0,5 1,5 3,0 0,5 0,05 0,03 0,00005 

Constante de 

sedimentación 

7s 7s 7s 7s 19s 7s 7s 11s 7s 8s 

Peso Mol. (X 10
3
) 146 146 170 146 970 160 160 385 184 188 

Vida media (días) 21 20 7 21 10 6 6 ¿ 3 2 

% distribución 

intravascular 

45 45 45 45 80 42 42 Rastro 75 50 

Carbohidrato (%) 2-3 2-3 2-3 2-3 12 7-11 7-11 7-11 9-14 12 
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La siguiente tabla resume ejemplos no limitativos de funciones efectoras de anticuerpo para clases y 
subclases de anticuerpo humano.  

 
 
 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
+++ = muy alto; ++ = alto; + = moderado; +/- = mínimo; - = ninguno; ¿ = cuestionable 
 

 Como se describe más abajo, existen varios métodos para producir anticuerpos. Una vez que un anticuerpo 15 
se produce mediante cualquiera de estos métodos, su aminoácido y correspondientes secuencias genéticas pueden 
identificarse y, opcionalmente, modificarse, (por ejemplo, optimizarse, humanizarse, etc.) de tal manera que el 
anticuerpo pueda después producirse recombinantemente.  
 
 Por ejemplo, un polipéptido especificado, o un fragmento del mismo, puede usarse como un inmunogen 20 
para generar anticuerpos usando técnicas estándares para la preparación de anticuerpos policlonales y 
monoclonales. Puede usarse el polipéptido de longitud completa o proteína o alternativamente, la divulgación 
proporciona fragmentos peptídicos antigénicos para su uso como inmunogenes. El péptido antigénico comprende al 
menos 8 (preferentemente 10, 15, 20 o 30 o más) residuos de aminoácido de una secuencia de proteína y abarca un 
epítope de la proteína de tal manera que un anticuerpo se levanta contra el péptido forme un complejo inmune 25 
específico con la proteína.  
 
 Un inmunogen típicamente se usa para preparar anticuerpos inmunizando un sujeto adecuado (es decir, 
inmunocompetente), tal como un conejo, cabra, ratón u otro mamífero o vertebrado. Una preparación inmunogénica 
apropiada puede contener, por ejemplo, polipéptido recombinantemente expresado o químicamente sintetizado. La 30 
preparación puede además incluir un adyuvante, tal como adyuvante completo o incompleto de Freund, o un agente 
inmunoestimulante similar.  
 
 Las células que producen anticuerpos pueden obtenerse a partir de sangre periférica o, preferentemente, 
los nodos del bazo o linfáticos de humanos u otros animales adecuados que se han inmunizado con el inmunogen 35 
de interés.   Cualquier otra célula huésped adecuada también puede usarse para expresar ácido nucleico heterólogo 
o endógeno que codifica un anticuerpo, fragmentos especificados o variantes del mismo. Las células fusionadas 
(hibridomas) o células recombinantes pueden aislarse usando condiciones selectivas de cultivo u otros métodos 
conocidos, y clonarse limitando la dilución y la clasificación celular, u otros métodos conocidos. Las células que 
producen anticuerpos con la especificidad deseada pueden seleccionarse mediante un ensayo adecuado (por 40 
ejemplo, ELISA).  
 
 En una técnica, un hibridoma se produce fusionando una línea celular inmortal (por ejemplo, una línea 
celular de mieloma, tal como, aunque sin limitar a, Sp2/0, Sp2/0-AG14, NS0, NS1, NS2, AE-1, L.5, <243, 
P3X63Ag8.653, Sp2 SA3, Sp2 MAI, Sp2 SS1, Sp2 SA5, U937, MLA 144, ACT IV, MOLT4, DA-1, JURKAT, WEHI, K-45 
562, COS, RAJI, NIH 3T3, HL-60, MLA 144, NAMALWA, NEURO 2A, o similares), o heteromieloma, productos de 
fusión de los mismos, o célula o célula de fusión derivada de los mismos, o cualquier línea celular adecuada como 
las conocidas en la técnica (véase, por ejemplo, www.atcc.org, www.lifetech.com, y similares), con células que 
producen anticuerpo, tales como, aunque sin limitarse a, bazo aislado o clonado, sangre periférica, linfa, amígdala, y 
otras células inmunes o que contienen célula B, o cualquier otras células que expresen secuencias constantes o 50 
variables o RDC de cadena pesada o ligera, ya sea ácido nucleico endógeno o heterólogo, recombinante o 
endógeno, viral, bacteriano, algal, procariótico, anfibio, insecto, reptil, pez, mamífero, roedor, equino, ovino, de 
cabra, oveja, primate, eucariótico, ADN genómico, cADN, rADN, ADN o ARN mitocondrial, ADN o ARN cloroplasto, 
hnARN, mARN, tARN, de único, doble o triple hebra, hibridizado, y similares y cualquier combinación de los mismos. 
Véase, por ejemplo, Ausubel, supra, y Colligan, Immunology, supra, capítulo 2.  55 
 
 Otros métodos adecuados de producir o aislar anticuerpos de la especificidad requerida que pueden usarse 
incluyen, aunque no se limitan a, métodos que seleccionan anticuerpo recombinante de un péptido o biblioteca de 
péptidos (por ejemplo, aunque sin limitar a, un bacteriófago, ribosoma, oligonucleótido, ARN, cADN, o similares, 
biblioteca de exposición; por ejemplo, como la disponible en Cambridge antibody Technologies, Cambridgeshire, 60 
Reino Unido; MorphoSys, Martinsried/Planegg, Alemania; Biovation, Aberdeen, Escocia, Reino Unido; BioInvent, 
Lund, Suecia; Dyax, Corp., Enzon, Affymax/Biosite; Xoma, Berkeley, CA; Ixys. Véase, por ejemplo, EP 368.684, 
PCT/GB91/01134; PCT/GB92/01755; PCT/GB92/00883; PCT/GB93/00605; US 08/350260(5/12/94); 
PCT/GB94/01422; PCT/GB94/02662; PCT/GB97/01835; (CAT/MRC); WO90/14443; WO90/14424; WO90/14430; 
PCT/US94/1234; WO92/18619; WO96/07754; (Scripps); EP 614 989 (MorphoSys); WO95/16027 (BioInvent); 65 
WO88/06630; WO90/3809 (Dyax); US 4.704.692 (Enzon); PCT/US91/02989 (Affymax); WO89/06283; EP 371 998; 

Función efectora IgG1 IgG2 IgG3 IgG4 IgM IgA IgD IgE 

Fijación complemento + +/- ++ - ++ - - - 

Transferencia placental + +/- + + - - - - 

Enlace con Staph A +++ +++ - +++ - - - - 

Enlace con Strep G +++ +++ +++ +++ - - - - 
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EP 550400; (Xoma); EP 229 046; PCT/US91/07149 (Ixys); o péptidos o polipéptidos estocásticamente generados- 
US 5723323, 5763192, 5814476, 5817483, 5824514, 5976862, WO 86/05803, EP 590 689 (Ixsys, ahora Applied 
Molecular Evolution (AME) o la que se basa en la inmunización de animales transgénicos (por ejemplo, ratones 
SCID, Nguyen et al., Microbiol. Immunol. 41:901-907 (1997); Sandhu et al., Crit. REv. Biotechnol. 16:95-118 (1996); 
Eren et al., Immunol. 93:154-161 (1998), así como patentes y solicitudes relacionadas) que son capaces de producir 5 
un repertorio de anticuerpos humanos, como los conocidos en la técnica y/o descritos en el presente documento. 
Tales técnicas incluyen, aunque no se limitan a, exposición de ribosoma (Hanes et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 
94:4937-4942 (Mayo 1997); Hanes et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 95:14130-14135 (Nov. 1998)); tecnologías de 
producción de anticuerpo de única célula (por ejemplo, método de anticuerpo de linfocitos seleccionado (“SLAM”) 
(Patente de Estados Unidos Nº 5.627.052), Wen et al., J. Immunol. 17:887-892 (1987); Babcook et al., Proc. Natl. 10 
Acad. Sci. Usa 93:7843-7848 (1996); microgotita de gel y citometría de flujo (Powell et al., Biotechnol. 8:333-337 
(1990); One Cell Systems, Cambridge, MA; Gray et al., J. Imm. Meth. 182:155-163 (1995); Kenny et al., Bio/Technol. 
13:787-790 (1995)); Selección de célula B (Steenbakkers et al., Molec. Biol. Reports 19:125-134 (1994); Jonak et al., 
Progress Biotech, Vol, 5, Inmunización In Vitro en Tecnología de Hibridoma, Borrebaeck, ed., Elsevier Science 
Publishers B. V., Amsterdam, Holanda (1988)).  15 
 
 Los métodos para diseñar o humanizar anticuerpos no humano o humanos también pueden usarse y son 
bien conocidos en la técnica. Generalmente, un anticuerpo humanizado o diseñado tiene uno o más residuos de 
aminoácido de una fuente que no es humana, por ejemplo, pero sin limitarse a, ratón, rata, conejo, primate no 
humano y otro mamífero. Estos residuos de aminoácido humanos a menudo son referidos como residuos de 20 
“importación”, que típicamente se toman de un dominio variable, constante y otro dominio de “importación” de una 
secuencia humana conocida. Las secuencias Ig humanas conocidas se desvelan, por ejemplo, en los siguientes 
sitios web:  
www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez.queri.fcgi; www.atcc.org/phage/hadb.html; www.sciquest.com/; www.abcam.com/; 
www.antibodyresource.com/onlinecomp.html; www.public.iastate.ed/~pedro/research_tools.html; www.mgen.uni-25 
heidelberg.de/SD/IT/IT.html; www.whfreeman.com/Immunology/CH05/kuby05.html; 
www.library.thinkquest.org/12429/Immune/Antibody.html; www.hhmi.org/grnts/lectures/1996/vlab/; 
www.path.cam.ac.uk/~mrc7/mikeimages.html; www.antibodyresource.com/; 
mcb.harvard.edu/BioLinks/Immonology.html; www.immunologylink.com/; pathbox.wustl.edu/~hcenter/index.html; 
www.biotech.ufl.edu/~hcl/; www.pebio.com/pa340913/340913.html; www.nal.usda.gov/awic/pubs/antibody/; 30 
www.m.ehime-u.ac.jp/~yasuhito/Elisa.html; www.biodesign.com/table.asp; www.icnet.uk/axp/facs/davies/links.html; 
www.biotech.ufl.edu/~fccl/protocol.html; www.isac-net.org/sites_geo.html; aximt1.imt.uni-
marburg.de/~rek/AEPStart.html; baserv.uci.kun.nl/~jraats/links.html; www.recab.uni-hd.de/immuno.bme.nwu.ed/; 
www.mrc-cpe.cam.ac.uk/imt-doc/public/INTRO.html; www.ibt.unam.mx/vir/V_mice.html; imgt.cnusc.fr:8104/; 
www.biochem.ucl.ac.uk/~martin/abs/index.html; antibody.batch.ac.uk/; abgen.cvm.tamu.edu/lab/wwwabgen.html; 35 
wwww.unizh.ch/~honegger/AHOseminar/Slide01.html; www.cryst.bbk.ac.uk/~ubcg07s/; 
www.nimr.mrc.ac.uk/CC/ccaewg/ccaewg.html; www.path.cam.ac.uk/~mrc7/humanisation/TAHHP.html; 
www.ibt.unam.mx/vir/structure/stat_aim.html;www.biosci.missouri.edu/smithgp/index.html; 
www.cryst.bioc.camac.uk/~fmolina/Web-pages/Pept/spottech.html; wwww.jerini.de/fr_products.html; 
www.patents.ibm.com/ibm.html. Kabat et al., Sequences of Polypeptides of Immunological Interest, US. Dept. Health 40 
(1983).  
 
 Tales secuencias importadas pueden usarse para reducir la inmunogenicidad o reducir, aumentar o 
modificar en enlace, afinidad, constante de asociación, constante de disasociación, avidez, especificidad, vida 
media, o cualquier otra característica adecuada, como las conocidas en la técnica. Generalmente, parte de todas las 45 
secuencias RDC no humana o humanas se mantienen mientras que las secuencias no humanas de las regiones 
variable y constante se sustituyen por humanos u otros aminoácidos. Los anticuerpos pueden opcionalmente 
humanizase con la retención de una elevada afinidad para el antígeno y otras propiedades biológicas favorables. 
Para conseguir este objetivo, los anticuerpos humanizados pueden prepararse opcionalmente mediante un proceso 
de análisis de las secuencias parentales y varios productos conceptuales humanizados que usan modelos 50 
tridimensionales de las secuencias parentales y humanizadas. Los modelos tridimensionales de inmunoglobulina 
están comúnmente disponibles y son familiares para aquellos expertos en la técnica. Hay disponibles programas de 
ordenador que ilustran y exponen estructuras conformacionales tridimensionales probables de secuencias de 
inmunoglobulina seleccionadas candidatas. La inspección de estas exposiciones permite el análisis del papel 
probable de los residuos en el funcionamiento de la secuencia de inmunoglobulina candidata, es decir, el análisis de 55 
residuos que influyen en la habilidad de la inmunoglobulina candidata para enlazarse con su antígeno. De esta 
manera, los residuos FR pueden seleccionarse y combinarse de las secuencias de consenso e importación para que 
se consigan las características deseadas del anticuerpo, tales como la mayor afinidad para el antígeno o antígenos 
diana(s). En general, los residuos RDC están directamente y más sustancialmente implicados en la influencia del 
enlace de antígeno. La humanización o diseño de anticuerpos de la presente invención puede realizarse usando 60 
cualquier método descrito, tales como aunque sin limitar, aquellos descritos en, Winter (Jones, et al. Nature 321:522 
(1986); Riechmann et al., Nature 332:3213 (1988); Verhoeyen et al., Science 239:1534 (1988)), Sims et al. Immunol. 
151:2296 (1993); Chothia y Lesk, J. Mol. Biol. 196:901 (1987), Carter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 89:4285 
(1992); Presta et al., J. Immunol. 151:2623 (1993); Patentes de Estados Unidos Números: 5723323; 5976862; 
5824514; 5817483;  5814476;  5763192; 5723323; 5766886; 5714352; 6204023; 6180370; 5693762; 5530101; 65 
5585089; 5225539 y 4816567; PCT/: US98/16280; US96/18978; US91/09630; US94/01234; GB89/01334; 
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GB91/01134; GB92/01755; WO90/14443; WO90/14424 y WO90/14430; EP 229246.  
 
 Los anticuerpos también pueden generase opcionalmente mediante inmunización de un animal transgénico 
(por ejemplo, ratón, rata, hámster, primate no humano, y similares) capaz de producir un repertorio de anticuerpos 
humano, como se describe en el presente documento y/o se conoce en la técnica. Las células que producen un 5 
anticuerpo pueden aislarse de tales animales e inmortalizarse usando métodos adecuados, tales como los métodos 
descritos en el presente documento.  
 
 Los ratones transgénicos que pueden producir un repertorio de anticuerpos humanos que se enlazan con 
antígenos humanos pueden producirse mediante métodos conocidos (por ejemplo, aunque sin limitar a, Patentes de 10 
Estados Unidos Números: 5.770.428, 5.569.825, 5.545.806, 5.625.126, 5.625.825, 5.633.425, 5.661.016 y 5.789.650 
presentado por Lonberg et al; Jakobovits et al. WO 98/50433, Jakobovits et al. WO 98/24893, Lonberg et al. WO 
98/24884, Lonberg et al. WO 97/13852, Lonberg et al. WO 94/25585, Kucherlapate et al. WO 96/34096, 
Kucherlapate et al. EP 0463 151 B1, Kucherlapate et al. EP 0710 719 A1, Surani et al. Patente de Estados Unidos 
Nº 5.545.807, Bruggemann et al. WO 90/04036, Bruggemann et al. EP 0438 474 B1, Lonberg et al. EP 0814 259 A2, 15 
Lonberg et al. GB 2 272 440 A, Lonberg et al. Nature 368:856-859 (1994), Taylor et al., Nature Genetics 15:146-156 
(1997), Taylor et al., Nucleic Acids Reserch 20(23):6287-6295 (1992), Tuaillon et al., Proc Ntal Acad Sci USA 
90(8)3720-3724 (1993), Lonberg et al., Int Rev Immunol 13(1):65-93 (1995) y Fishwald et al., Nat Biotechnol 
14(7):845-851 (1996). Generalmente, estos ratones comprenden al menos un transgen que comprende ADN de al 
menos un locus de inmunoglobulina humana que se reorganiza funcionalmente, o que puede sufrir recolocación 20 
funcional. Los lugares de inmunoglobulina endógena en tales ratones pueden interrumpirse o borrarse para eliminar 
la capacidad del animal para producir anticuerpos codificados por genes endógenos.  
 
 Los anticuerpos también pueden prepararse en leche administrando al menos un anticuerpo que codifica 
ácido nucleico a animales transgénicos o mamíferos, tales como cabras, vacas, caballos, ovejas, y similares que 25 
produzcan anticuerpos en su leche. Tales animales pueden proporcionarse usando métodos conocidos, Véase, por 
ejemplo, aunque sin limitar las Patentes de Estados Unidos Números 5.827.690; 5.849.992, 4.873.316, 5.849.992, 
5.994.616, 5.565.962, 5.304.489, y similares. Los anticuerpos pueden además prepararse usando al menos un 
anticuerpo que codifica un ácido nucleico para proporcionar plantas transgénicas y células de plantas cultivadas (por 
ejemplo, aunque sin limitar a, tabaco y maíz) que producen tales anticuerpos, partes especificadas o variantes en la 30 
partes de la planta y en las células cultivadas de las mismas.  
 
 Los anticuerpos pueden enlazarse con antígenos con un amplio rango de afinidades (KD). En una 
realización preferente, al menos un anticuerpo monoclonal humano de la presente invención puede enlazarse 
opcionalmente con su antígeno con alta afinidad. Por ejemplo, un anticuerpo monoclonal humano puede enlazarse 35 
con un antígeno humano con un KD igual o inferior a aproximadamente 10

-7
 M, tal como pero sin limitar a 0,1-9,9 (o 

cualquier rango o valor en el mismo) X 10
-7

, 10
-8

, 10
-9

, 10
-10

, 10
-11

, 10
-12

, 10
-13

 o cualquier rango o valor en el mismo.  
 
 La afinidad o avidez de un anticuerpo para un antígeno puede determinarse experimentalmente usando 
cualquier método adecuado. (Véase, por ejemplo, Berzofsky, et al., “Antibody-Antigen Interactions”. En Fundamental 40 
Immunology, Paul, W. E., Ed., Raven Press: Nueva York, NY (1984); Kuby, Janis Immunology, W. H. Freeman & 
Company: Nueva York, NY (1992); y métodos descritos en los mismos). La afinidad medida de una interacción 
particular anticuerpo-antígeno puede variar si se mide bajo diferentes condiciones (por ejemplo, concentración de 
sal, pH). De este modo, las mediciones de afinidad y otros parámetros de enlace con antígeno (por ejemplo, KD, Da, 
Dd) se hacen preferentemente con soluciones estandarizadas de anticuerpo y antígeno, y un tampón estandarizado, 45 
tal como el tampón descrito en el presente documento.  
 
 Un anticuerpo dirigido contra un polipéptido (por ejemplo, anticuerpo monoclonal) puede usarse para aislar 
el polipéptido mediante técnicas estándares, tael como cromatografía por afinidad o inmunoprecipitación. Además, 
tal anticuerpo puede usarse para detectar la proteína (por ejemplo, en un lisado celular o sobrenadante celular) con 50 
el fin de evaluar la abundancia y patrón de expresión del polipéptido. Los anticuerpos pueden también usarse 
mediante diagnóstico para controlar los niveles de proteína en tejido como parte de un procedimiento clínico de 
análisis, por ejemplo, para determinar la eficacia de un régimen de tratamiento dado. La detección puede facilitarse 
uniendo el anticuerpo a una sustancia detectable. Ejemplos de sustancias detectables incluyen varias enzimas, 
grupos prostéticos, materiales fluorescentes, materiales luminiscentes, materiales bioluminiscentes y materiales 55 
radioactivos. Ejemplos de enzimas adecuadas incluyen peroxidasa de rábano picante, fosfatasa alcalina, β-
galactosidasa o acetilcolinesterasa; ejemplos de complejos adecuados de grupo prostético incluyen 
estreptavidina/biotina y avidina/biotina; ejemplos de materiales fluorescentes adecuados incluyen umbeliferona, 
fluoresceína isotiocianato, rodamina, diclorotriacinilamina fluoresceína, cloruro de dansilo o ficoeritrina; un ejemplo 
de material luminiscente incluye luminol; ejemplos de materiales bioluminiscentes incluyen luciferasa, luciferina y 60 
acuorina, y ejemplos de material radioactivo adecuado incluyen 

125
I, 

131
I, 

135
S o 

3
H.  

 
Características de Vectores 
 

 Se investigaron los promotores inherentes de líneas celulares transfectadas con una fuerte capacidad de 65 
producción de anticuerpo monoclonal. Se descubrió inesperadamente que se obtuvieron buenos niveles de 
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producción, es decir, aproximadamente 300 mg/L, o 25-30 pg por célula por día sobre una base de productividad 
específica, incluso con promotores de gen humano que se reconocieron por factores de transcripción de ratón en la 
célula huésped de mieloma murino.  
  
 Se observó que las líneas celulares transfectadas C379B y C381B fueron fuertes productores de un 5 
anticuerpo monoclonal humano con la citoquina IL-12 (anticuerpo anti-IL-12 o IL-12 mAb) codificado por los genes 
IgHC y LC completamente humanos. La invención proporciona las secuencias completas de ADN de los plásmidos 
de expresión HC y LC usados para crear las líneas celulares C379B y C381 B y que contienen el gen de anticuerpo 
anti-IL-12. Los vectores y plásmidos se han diseñado para permitir una inserción conveniente con una única etapa 
de varios genes de región variable de anticuerpo. En una realización preferente, el vector se usa en un proceso de 10 
una única etapa para sustituir la secuencia de región variable anti-IL-12 por una secuencia de región variable que 
codifique otro anticuerpo monoclonal de interés, por ejemplo, un anticuerpo para una interleuquina humana, un factor 
de crecimiento, etc. Además, los vectores y plásmidos permiten la sustitución de regiones constantes de anticuerpo.  
 
 Los mapas de dos plásmidos de expresión de acuerdo con la invención, p1560 y p1558 se representan 15 
esquemáticamente en las Figs. 1A y 1B. Sus secuencias se desvelan en las SEQ ID NOS: 11 y 12. El plásmido HC 
específicamente descrito en el presente documento, p1560, codifica regiones constantes del isotipo IgG1 humano. El 
plásmido LC específicamente descrito en el presente documento, p1558, codifica una región constante del isotipo 
kappa humano. La secuencia completa de ADN para cada uno de los dos plásmidos tiene alrededor de 20 kb en 
longitud y sus características seleccionadas, incluyendo, aunque sin limitación, el posicionamiento de las varias 20 
secuencias de polinucleótido de control de expresión, se enumeran en la Tabla 1.  
 
 Los genes de anticuerpo en esto dos plásmidos están presentes en la orientación inversa/complementaria 
con el fin de que los ejes centrales del vector pSV2gpt se presenten en sus orientación convencional, como se 
representa en las Figuras 1A y 1B. Como consecuencia, los números de posición del nucleótido correspondientes al 25 
extremo de terminal carboxil de la secuencia codificadora de anticuerpo (secuencia codificadora cH3) son inferiores 
y los números de posición del nucleótido correspondientes al extremo de terminal amino de la secuencia 
codificadora de anticuerpo (sitio de clonación de región V) más altos. Además, todas las secuencias que codifican 
anticuerpos corresponden a la “hebra menos” como se presente en las secuencias mostradas aquí. Esta orientación 
es razonable para la descripción de los sitios de enlace del factor de transcripción ya que tales sitios de enlace 30 
pueden aplicarse a la “hebra más” o “hebra menos”.  
 
Tabla 1. Posiciones de nucleótido de características seleccionadas en p1560 y p1558 

 
 35 
 
 
 
 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
 Los vectores de la presente invención pueden usarse para expresar las secuencias de región constante 
para IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgD, IgE o IgM humano, IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3 de ratón o IgG1, IgG2a, IgG2b, 
IgG2c de rata. Alternativamente, los vectores de la presente invención pueden usarse para expresar las versiones 60 
ΔCH1 de las secuencias de región constante anteriormente enumeradas.  
 
 Cualquier anticuerpo, proteína derivada de inmunoglobulina, proteína de fusión, otra proteína o parte de la 
misma puede sustituirse por la secuencia codificadora de región V en los vectores/plásmidos de la presente 
invención, por ejemplo, dominio extracelular de un receptor TNF. Para tal proteína de fusión que incluye el dominio 65 
CH1, sería necesario alguna forma de LC para la secreción de la célula.  

Característica p1560 p1558 

Secuencia flanqueante 5’ 13200-14950 12614-14871 

Región promotora de gen Ig 11209-13199 10623-12613 

Secuencia de señal 11060-11070 y 

11154-11199 

10422-10432 y 

10559-10612 

Secuencia codificadora de región V 10702-11059 10100-10421 

Potenciador de intrón 8449-9030 6765-7209 

Secuencia codificadora de CH1 5002-2595 N.A 

Secuencia codificadrora bisagra 4566-4610 N.A 

Secuencia codificadora de CH2 4118-4447 N.A 

Secuencia codificadora de CH3 3701-4020 N.A 

Secuencia codificadora de kappa C N.A 5943-6262 

Marcador seleccionable de gpt 16200-16655 16122-16577 

Gen de resistencia a Amp 18410-19267 18332-19189 
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 El plásmido de expresión p1560 HC como el mostrado esquemáticamente en el presente documento 
contiene el promotor HC y un potenciador de intrón; sin embargo, el tipo de promotor y potenciador puede variar. El 
plásmido de expresión p1560 HC contiene una única secuencia que codifia la región constante. Es una variante 
alotípica que codifica un residuo Arg en la posición 214 (G1m(1,3)alotipo) en lugar del residuo Lys (G1m(1,17 
alotipo) 5 
 
Análisis Secuencial del Promotor de Gen HC  

 
 Para definir los elementos en el promotor del gen HC de anticuerpo anti-IL-12 que podría impactar la 
transcripción del gen y ser parcialmente responsable de los altos niveles de expresión del anticuerpo anti-IL-12 10 
observados en células transfectadas, se realizó un análisis bioinformático de la secuencia 2000-base corriente arriba 
del codón de inicio de traslación HC. Este análisis identificó motivos de secuencia reconocidos por los factores de 
transcripción relevantes (TFs). La base de datos TF más actualizada, TRANSFAC 7,2 (Matys et al., 2003), se usó 
para la comparación. Después, se aplicaron varios algoritmos de búsqueda de matriz y patrón para identificar 
secuencias relevantes. Algunos de los resultados se validaron posteriormente mediante la bibliografía relevante que 15 
sostiene la conclusión de que la sinergia y la combinación de estos TFs pueden impulsar la alta producción de 
anticuerpos.  
 
 Se construyeron varios modelos de factor de transcripción de alta calidad y específicos de ratón con 
diferentes parámetros para una búsqueda de matriz (Goessling et al., 2001). Un modelo específico de factor de 20 
transcripción de linfocito de ratón también se construyó para una búsqueda de matriz. Además, se realizaron varias 
búsquedas de ajustes para las diferentes longitudes posteriores (6 bps y superiores).  
 
 En base a estos resultados, se identificaron 21 sitios potenciales de enlace para TFs de ratón (Tabla 2). La 
mayoría de estos TFs fueron específicos de linfocito B. algunos de los TFs pueden activarse durante diferentes fases 25 
del desarrollo de célula B. Su activación también es dependiente de la presencia de otros sitios de enlace y la 
interacción de otros factores.  
 
 Los códigos de accesión de la base de datos TRANSFAC para estos TFs de ratón son: T00032 para Ap1; 
T01575 para STATx; T00111 para c-Ets-1; T01852 para HMG_IY; T00479 para Lyf-1; T00278 para YY1; T00613 30 
para NF-Y; T00989 para CREB; T00402 para IRF; T02057 para IPF1; T00422 para IRF-1; T01432 para cMaf; 
T00814 para TFE3-S; T00017 para C/EBPBeta; T01114 para C/EBPdelta; T01864 para POU2F2/Oct-2; T00644 para 
POU2F2a/Oct-1; T00651 para POU5F1/Oct-3; T00702 para PU.1; T00169 para c-Rel; y T01159 para TFIID.  
  
 Se descubrió que seis TFs estaban localizados 500 bp corriente arriba del sitio de iniciación de la 35 
transcripción. Estos son POU2F2/Oct-2, POU2F2a/Oct-1, POU5F1/Oct-3, pU.1, c-Rel y TFIID de ratón. Se 
identificaron los siguientes TFs auxiliares o TFs en asociación con funciones potenciadoras: Ap1; STATx; c-Ets-1; 
HMG_IY; Lyf-1; YY1 y TFIIID.  
 
Tabla 2: Motivos secuenciales en promotor p1560 relevantes para transcripción 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
 
 
 60 
 
 
 
 
 65 
 

TF Posició

n en 

p1560 

Sito de 

enlace 

ID 

Secuencia 

reconocida 

por TF (SEQ 

ID NO) 

Puntuaci

ón 

Central 

Matriz/Pa

rche 

Fuentes/Métod

o de Búsqueda 

Anotación 

AP-1 12292- V$API_

Q4 

agTGACTgac

g (13) 

1 0,984 HQ_mus/Inmun

o/Parche 

Interactivo con c-ETs-1 y Nf-

Atp 

STAT

x 

12643- V$STAT

_01 

TTCCCtgaa 

(14) 

1 0,969 HQ_mus Expresado en célula B, 

particularmente en centro 

germinal (Henderson, 1998) 

C-

EtS-1 

12697- V$ETS1

_B 

gcAGGAAgtga

aagt (15) 

1 0,964 HQ_mus/Inmun

o/Parche 

Desarrollo acelerado de célula 

B de propB a célula de plasma 

HMG

_1Y 

12381- V$HMGI

Y_06 

GGAAAgt (16) 1 0,979 Inmunoespecífic

o 

Factor auxiliar para otros 

factores de transcripción como 

NF-kB o ATF-2 

LyF-1 12239- V$LYFI_

01 

TtTGGGAgg 

(17) 

1 0,989 Inmunoespecífic

o 

Expresado de probB a célula 

de plasma 

YY1 11788- V$YY1_

Q6 

CaaaATGGC 

(18) 

1 0,997 Inmunoespecífic

o 

Represor ubicuo 

NF-Y 12311 V$NFY_

Q6_01 

AgttagCCAAT

GG (19) 

1 0,974 HQ_mus Se enlaza con elementos de 

caja Y de genes MHC clase II 

CREB 12289- V$CRE

B_01 

TGACGtag 

(20) 

1 0,971 HQ_mus Se enlaza en linfocitos; media 

la respuesta cAMP 
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 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
 
Análisis Secuencial del Promotor de Gen LC  
 60 
 La región del promotor de gen LC se analizó mediante los mismos métodos, que produjeron una lista de 20 
factores potenciales de transcripción de ratón y sus sitios de enlace (mostrados en la Tabla 3). Los códigos de 
accesión de la base de datos TRANSFAC para estos TFs son: T02057 para IPF12, T01786p ara E12, T00169 para 
c-Rel, T00549 para NF-AT, T01675 para NKx2-5, T01575 para STATx, T01852 para HMGIY; T00111 para c-Ets-1, 
T00702 para Pu.1, T00278 para YY1, T00032 para Ap1, T01429 para Sox-5, T00017 para C/EBPBeta, T00814 para 65 
TF3-S, T01554 para Mitf, T01159 para TFIID, T00613 para NF-Y, T01114 para C/EBPdelta, T01864 para 

TF Posición 

en p1560 

Sito de 

enlace 

ID 

Secuencia 

reconocida 

por TF (SEQ 

ID NO) 

Puntuaci

ón 

Central 

Matriz/Pa

rche 

Fuentes/Métod

o de 

Búsqueda 

Anotación 

IRF/ 

ICSBP 

11955-; 

12694- 

V$IRF_Q

6 

aaaaaTGAAA

gaact (21); 

ggaagTGAAA

gtaat (22) 

1 0,967 HQ_mus Expresado en bazo y timo. 

Inducido por IFN-gama 

IPF1 12058- V$IPFI_

Q4 

gtgcTAATGaa

a (23) 

1 0,965 HQ_mus Células beta de páncreas; 

promotor de insulina factor 1 

IRF-

1/IRF-

2 

11960+ RATONE

S 

COX2_0

2 

TTTCATTTTT 

(24) 

0 100 Parche Requerido para linfopoyesis B; 

interactivo con ICSBP 

C-Maf 12833+; 

11862 

RATONE

S IL4_02 

TCAGCA (25) 0 100 Parche Expresado en célula Th2, 

implicado en activación de gen 

específico de Th2 

TFE3-

S 

13105+ RATONE

S 

IGH_10 

CATGTG (26) 0 100 Parche Expresado de proB a células 

de plasma 

C/EBP 

Beta 

12868+ RATONE

S 

INOS_06 

TGATGTAAT 

(27) 

0 100 Parche Expresado de céulas GC B a 

células de plasma; sinergiza 

con Nf-kB/rel 

C/EBP 

Delta 

11886- V$CEBP 

DELTA_

Q6 

ggtgcaGCAAT

g (28) 

1 0,965 HQ_mus/inmun

o 

Expresado ubicuamente; 

sinergiza con Nf-kB 

PU.1 11506+; 

12280- 

RATONE

S 

GSHPX1

_01 

CTTCTC (29) 0 100 Parche Expresado de progenitor a GC 

B; sin células B si PU.1 es 

deficiente 

POU2

F2/Oct

-2 

11304+ RATONE

S 

IGH_44 

ATTTGCAT 

(30) 

0 100 Parche Expresado de proB a células 

de plasma; defecto en 

secreción si es deficiente 

TFIID 11601+ RATONE

S 

MBP_04 

TTCAAA (31) 0 100 Parche Interactivo con PU.1,REL 

C-Rel 11580- V$CREL

_01 

TggccTTTCC 

(32) 

1 0,968 HQ_mus Prevalece en céulas B 

maduras, activador potente 

POU5

F1/Oct

-3 

11304+ RATONE

S 

IGH_45 

ATTTGCAT 

(33) 

0 100 Parche Pueden tener función de 

represión de potenciador de 

IgH 

POU2

F1/Oct

-1 

11303-; 

12598- 

V$OCTI_

B 

tATGCAaatg 

(34); 

CCGAAtatgcA

ATTC (35) 

1 1 HQ_mus/ 

Parche 

El enlace de ADN se reducir 

por GR de una manera 

dependiente de ligando 

 

- Posición en vector HC en p1560 corresponde al primer nucleótido; “+” indica más hebra”; “-“ indica menos hebra. 
- Sitio de enlace en la identificación de sitio de enlace TF asignado por la base de datos TRANSFAC. 
- Puntuación cenral indica la puntuación de enlace calculada por TRANSFACpara los cicno nucleótidos más 
conservados, consecutivos usados en una matriz.  
-Puntuación coincidencia/parche indica la similitud de una subsecuencia a la matriz de TRANSFAC. La puntuación 
es de 0 a 1, siendo 1 la mejor coincidencia.Si la puntuación es 100, fue una búsqueda Parche. 
- Fuente/método de búsqueda indica si se usó el modelo de matraiz específico de inmunocélula, el modelo de 
matriz de alta calidad y/o el método de búsqueda de parche.  
- La subsecuencia Oct-2 se publicó por Henderson et al., 1995.  
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POU2F2/Oct-2 y T00644 para POU2F2a/Oct-1. Entre ellos, se descubiró que NF-AT, C/EBPdelta, POU2F2a/Oct-1, 
Sox-5, E12, Statx, NF-Y, TFE3-S, Mitf, C/EBPBeta, TFIID y POU2F estaban localizados 500 bps corriente arriba del 
sito de inicio de transcripción. Los TFs auxiliares de cadena ligar fueron Ap1, STATx, c-ETS-1, HMGIY, YY1 y TFIID.  
 
Tabla 3. Motivos secuenciales en promotor p1558 relevantes para transcripción  5 
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 50 
 
 
Resumen de las Propiedades del Vector  

 
Los únicos promotores HC y LC aquí descritos han demostrado ser capaces de impulsar altos niveles de 55 

expresión de gen, como en el caso de las líneas celulares transfectadas C379B y C381B. La identificación de 
motivos secuenciales que pueden determinar niveles de transcripción proporciona información para aumentar la 
transcripción de genes customizando las secuencias del promotor y potenciador y usando células huéspedes que 
expresan la mejor combinación de factores de transcripción para esos promotores. Esto podría incluir el uso de una 
célula huésped que se ha modificado para sobreexpresar los factores de transcripción que pueden aumentar la 60 
expresión y/o una célula huésped que se ha modificado para expresar de manera mínima los factores de 
transcripción que pueden impedir expresión, entre otros. Por ejemplo, las células huéspedes pueden co-
transfectarse con un gen que codifica el factor de transcripción OBF-1 para obtener niveles más altos de OBF-1, o 
usan ARN antisentido, interferente (por ejemplo, siARN o shARN), o técnicas con gen noqueado para reducir la 
expresión de TFs que pueden regular de manera negativa la transcripción de gen Ig, por ejemplo, NF-µNR.  65 
 

TF Posición 

en p1560 

Sito de 

enlace ID 

Secuencia 

reconocida por TF 

(SEQ ID NO) 

Puntuación 

Central 

Matriz/Par

che 

Fuentes/Método 

de Búsqueda 

Anotación 

HMGIY 11827- V$HMGIY

_Q6 

aaTTTCC (36) 1 1,00 InmunoEspec Factor auxiliar para otro TF tal como NF-kB o 

ATF-2 

NF-AT 12249- V$NFAT_

06 

gctTTTCCtaaa (37) 1 0,983 InmunoEspec Células T activadas; compuestas de un 

componente AP-1 y de tipo Rel 

PU.1 11676- V$PUI_Q

6 

CTTCCcct (38) 1 0,969 InmunoEspec Expresado de progenitor a células GC B. Sin 

céulas B es deficiente. 

C/EBP 

delta 

10913- V$CEBP 

DELTA_Q

6 

cATTGCtccatc (39) 1 0,966 HQ_mus/ 

InmunoEspec 

Expresado de manera ubicua; actúa 

sinergísticamente con NF-kB 

POU2F

1a/Oct-

1 

10696- V$OCT1_

Q6 

ctcaTTTGCatgttc 

(40) 

1 0,994 HQ_mus/ Parche Enlace de ADN se reduce por GR de una 

manera dependiente de ligando. 

Sox-5 11090 V$SOX5_

01 

ggaACAATgt (41) 1 0,992 HQ_mus/ Parche Células germinales post-meióticas; gen 5 de 

caja HMG relacionado con SRY 

Nkx2-5 11937- V$NKX25

_01 

TtAAGTG (42) 0 0,986 HQ_mus Expresado en estroma de nodo linfático; 

activador transcripcional TSL-1 

C-Rel 12253- V$CREL_

01 

gggctTTTCC (43) 1 0,979 HQ_mus Prevalece en céulas B maduras; activador 

potente 

E12 10781-; 

12363- 

V$E12_Q

6 

gaCAGGTgggg (44); 

ggCAGGTgggt (45) 

1 0,976 HQ_mus/ Parche Redundancia funcional de E2A y E2-2, 

excepto en ceúlas B maduras 

STATx 10857- V$STAT_

01 

TTCCCataa (46) 1 0,972 HQ_mus Expresado en células B, particularmente en 

centros germinales (Henderson, 1998) 

IPFI 12530- V$IPFI_Q

4 

tatCATTAaggc (47) 1 0,960 Parche Células Beta de páncreas; factor 1 de 

promotor de insulina 

NF-Y 10929- V$NFY_Q

6 

catacaCCAATga (48) 1 0,966 HQ_mus Se enlaza con elementos de caja Y de genes 

II de clase MHC 

TFE3-S 11133- RATONE

S IGH_10 

CATGTG (49) 0 100 Parche Expresados de proB a células de plasma 

Mitf 11133- RATONE

S 

TBX2_01 

CATGTG (50) 0 100 Parche Célula de melanocito; forma heterodímeros 

con proteínas relacionadas con TFE3 

Ap-1 11163+; 

12025+; 

12092+ 

RATONE

SIL 2_11 

AGGTAAT (51) 0 100 Parche Interactúa con c-Ets-1 o NF-Atp 

Nkx2-5 11937- V$NKX25

_01 

TtAAGTG (42) 0 0,986 HQ_mus Expresado en estroma de nodo linfático; 

activador transcripcional TSL-1 

C-Rel 12253- V$CREL_

01 

gggctTTTCC (43) 1 0,979 HQ_mus Prevalece en céulas B maduras; activador 

potente 

C-EBP 

beta 

11065- V$CEBP

B_02 

aaatgtTGCAAgta 

(52) 

1 0,917 InmunoEspec Expresado de céulas B de centro germinal 

para células de plasma 

YY1 11564- RATONE

S 

CMYC_0

5 

ACATGG (53) 0 100 Parche Represor ubicuo 

c-Ets-1 11792- RATONE

S 

TIMP1_0

2 

CAGGAAG (54) 0 100 Parche Desarrollo acelerado de célula B de proB para 

células de plasma 

TFIID 11891-; 

11015+ 

RATONE

S 

MBP_04 

TTCAAA (55) 0 100 Parche Interactivo con PU.1 y REL 

POU2F

2/Oct-1 

10700- RATONE

S IGH_44 

ATTTGCAT (56) 0 100 Parche Expresado de proB a célula de plasma. 

Secreción defectuosa si es deficiente 
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 La divulgación también comprende métodos para identificar la interacción entre las secuencias de las 
regiones promotoras y potenciadoras y factores de transcripción en vectores/plásmidos y huéspedes celulares, 
moderar la interacción alterando las secuencias para efectuar transcripción, traslación y niveles de expresión de 
genes, y determinar las modificaciones y ajustarlas con el fin de controlar los niveles. La alteración secuencial puede 
ser por mutaciones a las secuencias en la región o por una completa sustitución de las regiones compatibles con la 5 
línea celular usada.  
 
EJEMPLOS 
 

 Los siguientes ejemplos específicos pretenden ilustrar la invención y no deberían construirse como 10 
limitadoras del alcance de la invención.  
 
EJEMPLO 1: Clonación de genes de anticuerpo humano anti-humano interlequina-12 y preparación de líneas 
celulares muy productivas 
Resumen  15 
 
 La línea celular de hibridoma C340A que secreta el mAb humano anti-humano IL-12 produce menos de 0,4 
µg/ml de cultivo celular gastado. Este nivel de producción fue suficiente para generar las grandes cantidades de 
material necesario para futuros estudios. Para aumentar el nivel de producción de mAb IL-12 y para tener una línea 
celular bien caracterizada como la fuente, los genes de cadena pesada y ligera de mAb IL-12 se clonaron e 20 
introdujeron en célula de mieloma de ratón P3X63Ag8.653 (653) o SP2/0-Ag14 (SP2/0). Los genes de cadena 
pesada y ligera de mAb IL-12 se clonaron de una biblioteca de bacteriófago preparada a partir de ADN genómico de 
hibridoma C340A y transfirieron a vectores de plásmido. Los plásmidos de expresión resultantes de cadena pesada 
y ligera se secuenciaron después y las secuencias se compararon con secuencias de línea celular conocida. Estos 
plásmidos se introdujeron en células de mieloma de ratón y los clones transfectados se filtraron para expresión Ig 25 
humano mediante ELISA para identificar los productores más altos. Los clones parentales seleccionados se 
subclonaron después para identificar los clones con mayor producción y homogéneos. Los subclones de interés se 
caracterizaron después mediante análisis de curva de crecimiento y se analizaron para estabilidad de producción de 
mAb durante conforme avanzaba el tiempo. Un ensayo de enlace de antígeno realizado con sobrenadantes de etas 
líneas celulares mostró que el mAb recombinante se unió a interleuquina 12 humana inmovilizada (huIL-12) con una 30 
a afinidad indistinguible del anticuerpo purificado del hibridoma original C340, confirmando que los genes que se 
clonaron y expresaron fueron los genes que codifican IL-12 mAb. Los sublones con mayor producción en cultivos de 
matraz T gastado fueron transfectante C379B 653 que produjo 135 µg/ml de IL-12 mAb y transfectante C381B SP2/0 
que produjo 150 µg/ml de IL-12 mAb.  
 35 
Materiales 

 
 Trisol se obtuvo de Gibco BRL, Grand Island, NY. Proteinasa K fue de Sigma Chemical, St. Lois, MO. Las 
enzimas de restricción se compraron en New England Biolabs, Beverly, MA. El Kit de Clonación Lambda 
EMBL3/Gigapack II Gold fue de Stratagene, La Jolla, CA. Las membranas Protran fueron suministradas por 40 
Schleicher & Schuell, Keen, NH. ARNasa y el Kit de Etiquetado Random Prime fueron de Boehringer Mannheim, 
Alemania. ADNasa fuer de Pharmacia, Uppsala, Suecia. α-

32
 P-dCTP se compró en DuPont NEN, Boston, MA. IL-12 

humano se compró en RDI Immunochemicals, Flanders, NJ. Los oligonucleótidos a la medida se compraron en 
Biosource International, Camarrillo, CA. Los nombres, números de identificación de secuencia, y secuencias de los 
oligonucleótidos en este trabajo fueron los siguientes:  45 
 

Nombre  SEQ ID  Secuencia 
5’-10  1  CCCAGGTGCAGCTGGTG 
5’-46  2  CTCAGGTGCAGCTGGTGG   
5’-63  3  CCCAGGTGCAGCTACAG 50 
5’-73  4  CCGAGGTGCAGCTGGTG 
huJH4  5  AACCTCGAGTTAACGGAGG 
huJH6  6  GCAGGAAACCCCACAGG 
5’VK1  7  ATCCAGATGACCCAGTCT 
5’VK2  8  ATCGTGTTGACACAGTCTCCA 55 
huJK3  9  AATATGCACAAAACTTGCAC 
huJK5  10  ATTTGAGCCTCTAAAGGTC 

 
Clonación de los Genes IL-12 mAb de Cadena Pesada y Ligera 

 60 
 Para clonar y aislar loes entes IL-12 mAb de cadena pesada y ligera de ADN de hibridoma C3430, se 
preparó primero una biblioteca genómica. El ADN genómico total se aisló de 5 x 10

7
 células mediante digestión con 

0,1 mg/ml proteinasa K en un tampón que contenía 100 nM NaCl, 10 mM Tris-Cl (Ph 8,0), 25 mM EDTA (pH 8,0) y 
0,5% SDS, y una posterior extracción de fenol/cloroformo y precipitación de etanol. Después se digirieron doscientos  
µgs de ADN genómico C340 con 8 unidades/ml enzima de restricción Sau3A  y las alícuotas se tomaron cada 5 65 
minutos. En base al análisis de tamaños de fragmento mediante electroforesis de gel de agarosa, se acumularon las 
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alícuotas de 5, 10 y 15 minutos que mostraron la digestión parcial deseada. Estas alícuotas se cargaron en un 
gradiente de sacarosa de 10% a 40% y giraron a 22.000 RPM durante 42 horas en un ultracentrifugadora Beckman 
(rotor SW41TI)O para fraccionar los fragmentos por tamaño. Se recogieron fracciones de quinientos µl y después se 
analizaron sobre un gel de agarosa para visualizar los fragmentos de ADN. El ADN se aisló de las fracciones que 
contenían fragmentos en el rango de tamaño 15-23 kba. Los fragmentos de ADN genómico purificado se ligaron al 5 
vector bacteriófago Lambda EMBL3 y se empaquetaron en partículas bacteriófagas usando el Kit de Clonación 
Lambda EMBL3/Gigapack III Gold de acuerdo con el protocolo del fabricante. La biblioteca genómica final consistió 
en aproximadamente 1 millón de clones.  
 
 Para filtrar la biblioteca genómica para los genes IL-12 mAb de cadena pesada y ligera, se mezclaron 10 
640.000 bacteriófagos de la biblioteca Sau3A con cepa E.coli Y1090r y se colocaron en dieciséis placas de agar de 
150 mm en una densidad de 40,000 clones por placa. El ADN bacteriófago de las 16 placas se transfirió a dos 
conjuntos de membranas de nitrocelulosa Protran. En resumen, las membranas de nitrocelulosa se colocaron en las 
placas, se dejaron 2 minutos, se retiraron y posteriormente se trataron con solución de desnaturalización, solución 
de neutralización, y tampón Tris como se describe en el manual de instrucciones del Kit de Clonación Lambda 15 
EMBL3/Gigapack II Gold. Se usó un entrecruzador Stragene UV para fijar ADN desnaturalizado a las membranas.  
 
 Las sondas para las cadenas pesada y ligera se prepararon usando fragmentos de ADN genómico que 
contenía secuencias de región constante de cadena pesada de IgG1 humano (2,8 kb fragmento EcoR1/HindIII de 
p747) o secuencias de región constante de cadena ligera kappa humana (fragmento 2,4 kb NcoI/Xba de p95). 20 
Ambas sondas se etiquetaron con α-

32
 P-dCTP usando un Kit de Etiquetado de ADN Random Primed.  

 
 Las membranas de nitrocelulosa se prehibridizaron durante una hora en un tampón de hibridización (50% 
formamida, 5X SSC, 3,75 mM Tris pH 7,8, 1X Solución Denhardts, 25 µg/ml ADN cortado y 5% sulfato de dextrano). 
Las sondas con un CPM de aproximadamente 1 x 108 se desnaturalizaron a 100 ºC y después se añadieron al 25 
tampón de hibridización y se dejaron hibridizar a 42 ºC durante la noche. Los filtros se lavaron dos veces en 2X SSC, 
0,1% SDS durante 10 minutos a TA, después dos veces en 0,2X SSC, 0,1% SDS a 65 ºC mientras se agitaba. Los 
filtros se secaron y se expusieron a película de rayos x.  
 
 Se detectaron señales autorradiográficas correspondientes a treces clones bacteriófagos de cadena pesada 30 
y nueve de cadena ligera. Para aislar estos clones bacteriófagos, se recogió un tapón de agarosa del área 
correspondiente a cada señal positivo usando el extremo grande una pipeta Pasteur y se transfirió a un tubo que 
contenía 500 µl de tampón de dilución de lamba y 20 µl de cloroformo. Para purificar los clones bacteriófagos para 
homogeneidad, los aislados bacteriófagos se volvieron a colocar en placas en 1000-300 pfu/placa y se realizó una 
segunda ronda de filtrado. Del segundo filtrado, se eligieron los cuatro positivos más distintos para la cadena pesada 35 
y ligera para una tercera ronda de filtrado. Para la tercera y última ronda de filtrado los aislados fagos se titularon 
como antes y después se colocaron en placas a 100 pfu/placa. Las placas se recogieron para cada clon positivo y 
los clones bacteriófagos purificados se almacenaron en tampón de dilución lambda con cloroformo a 4 ºC.  
 
Preparación de Plásmidos de Expresión IL-12 mAb 40 
 
 Con el fin de caracterizar los insertos de ADN clonado, se purificó ADN de los clones bacteriófagos 
positivos usando un método de cultivo líquido. Doscientos µl de cultivo bacteriano Y1090r se combinaron con 100 µl 
de bacteriófago en tampón de dilución lambda 1X y la mezcla se incubó a 37 º C durante 15 minutos para permitir 
que el bacteriófago se uniera a la bacteria. Después, se añadieron 10 ml de medio LB que contenía 10 mM  MgSO4 45 
y los cultivos se incubaron durante la noche a 37 ºC con agitación. El siguiente día se añadieron 100 µl de 
cloroformo a cada tubo para lisar por completo la bacteria. Después de clarificación, se añadieron 20 µg de ARNasa 
y 20 µg de ADNasa y las muestras se incubaron a 37 ºC durante 30 minutos. Para precipitar las partículas fago, 
después se añadieron 20 ml de una solución que contenía 20%  PEG y 2,5 M NaCl y las muestras se incubaron en 
hielo durante 1,5 horas. Las partículas bacteriófagas se transformaron en bolas y después se lavaron una vez con 50 
tampón de dilución de lambda 1X. La bola se volvió a suspender después en una solución de 0,2% SDS y 20 mM 
EDTA y se incubó en 68EC durante 15 minutos. El ADN se extrajo de las partículas bacteriófagas usando fenol y 
cloroformo, y después el ADN se precipitó con isopropanol y se lavó con 70% etanol. El ADN purificado se volvió a 
suspender en 50 µl de tampón TE.  
 55 
 Se usó PCR para determinar cuál, si alguna, de los clones contenía regiones variables humanas además 
de la región constante conocida por que estuvieran presentes en base a la homología para las sondas 
radioetiquetadas. Debido a que la secuencia de las regiones variables en los extremo 50 era desconocida, los 
cebadores se acumularon y usaron para preparar las reacciones de secuencias. Para la reacción HC, se usó una 
mezcla de cuatro cebadores 5’-10, 5’-46, 5’-63 y 5’-73, que representan cada una de las posibles secuencias. En el 60 
extremo 3’, se usaron los cebadores huJH4 y huJH6 que son homólogos a las regiones JH4 y JH6. Para LC, en el 
extremo 5’, se usó una mezcla de dos cebadores de consenso 5’VK1 y 5’VK2. En el extremo 3’, se usaron los 
cebadores huJK3 o huJK5 homólogos a las regiones JK3 o JK5. Las reacciones estándares PCR 100 µl se 
realizaron usando 0,5 nanogramos de ADN fago como plantilla. Los cebadores se templaron a 48 ºC y se realizaron 
25 ciclos de PCR. Las reacciones se fraccionaron sobre un gel de agarosa para su visualización.  65 
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 Para transferir los insertso del vector bacteriófago a un plásmido que contiene el gen marcador 
seleccionable gpt, ADN bacteriófago que contenía regiones variables y constantes se digirió con SA1I. Los 

fragmentos resultantes se purificaron y clonaron entre los sitios XhoI y SalI de plásmido p1351. Debido a que había 
un sitio interno Sa1I en la secuencia codificadora de la región variable de cadena pesada, dos fragmentos Sa1I que 
tenían un tamaño de 13 kb y 4 kb tuvieron que transferirse al vector de expresión p1351 secuencialmente. Primero el 5 
fragmento SalI de 13 kb se clonó en los sitios Xho) y SalI de p1351 y el plásmido resultante designó p1557. 
Posteriormente, el fragmento de 4 kb se transfirió a p1557 y el plásmido de expresión final resultante se llamó 
p1560. El inserto SalI de cadena ligera de 15 kb fue capaz de transferirse en una etapa y el plásmido de expresión 
final se designó p1558.  
 10 
Transfecciones celulares, Filtrado para Productores Altos y Expresión de los Genes Clonados 

 
 El plásmido p1560 de cadena pesada se linealizó mediante digestión con enzima de restricción PvuI y el 
plásmido p1558 de cadena ligera se linealizó usando enzima de restricción SalI. Las células 653 y SP2/o se 
transfectaron por separado con los plásmidos linealizados pre-mezclados mediante electroporación y las células 15 
cultivadas y transfectantes se seleccionaron usando ácido micofenólico como el descrito. Los sobrenadantes 
celulares de las colonias resistentes al ácido micofenólico se sometieron a ensayo aproximadamente dos semanas 
más tarde para IgG humano. Pare este experimento, los sobrenadantes celulares se incubaron en placas ELISA con 
96 pozos que habían sido previamente cubiertas con anticuerpos específicos Fc de IgG de cabra anti-humano. IG 
humano unido se detectó usando anticuerpo IgG (H+L) anti-humano de cabra conjugado con alcalina fosfatasa y 20 
sustratos de alcalina fosfatasa como se ha descrito. Las células de los clones más productores se transfirieron a 
platos de cultivo con 24 pozos en medio estándar, IMDM, 5% FBS, 2 mM glutamina, mezcla de selección de ácido 
micofenólico (5g/L Xantana, 250 mg/L Hipoxantana, 50 mg/L ácido micofenólico, 50 mM NaoH): más tarde los 
sobrenadantes recogidos de los cultivos gastados se cuantificaron cuidadosamente con ELISA haciendo diluciones 
dobles en serie de cada muestra y comparando los valores O.D con la curva estándar preparada usando mAb 25 
purificado de células C340. Los clones seleccionados se transfirieron después a matraces T75 y la producción de 
IgG humano se cuantificó de manera similar mediante ELISA. En base a estos valores, los transfectantes con mayor 
producción se subclonaron sembrando una media de una célula por pozo y realizando ensayos ELISA de 
sobrenadantes celulares a partir de colonias individuales de subclones.  
 30 
 Los subclones seleccionados para los ensayos finales fueron el transfectante C379B de 653 y los 
transfectantes C381B de SP2/0. Los niveles máximos de producción para C318B fueron 135 µg/ml y 150 µg/ml, 
respectivamente. Las densidades celulares pico para C379B y C381B fueron 1 x 10

6
 células/ml y 1,45 X 10

6
 

células/ml, respectivamente.  
 35 
Ensayo para Enlace de IL-12 

 
 Los sobrenadantes de las tres líneas parentales (clon 2 y clon 18 de transfectantes 653 y clon 1 de 
transfectante SP2/0) se usaron para analizar las características de enlace de anti-huIL-12 mAb recombinante. Las 
concentraciones de mAg en las tres muestras de sobrenadante se determinaron primero mediante ELISA. Las 40 
cantidades de titulación de las muestras sobrenadantes, o mAb purificado de células C340 como un control positivo, 
se incubaron después en placas de 96 pozos que previamente se habían cubierto con 2 µg/ml de huIL-12. El mAb 
unido se detectó después con anticuerpo IgG (H+L) anti-humano de cabra conjugado con alcalina fosfatasa y los 
apropiados sustratos de alcalina fosfatasa.  
 45 
 Las características de enlace de antígeno de sobrenadantes de tres líneas celulares parentales separadas 
se compararon con mAb purificado de células C340. Se ha demostrado que mAB de sobrenadantes de célula 
transfectada se unió específicamente a huIL-12 inmovilizado de una manera indistinguible de mAb purificado de la 
línea celular original C340. Este resultado confirmó que se clonaron y expresaron los genes correctos.  
 50 
Secuenciación  

 
 Las secuencias de los insertos de plásmido de expresión de cadena ligera y pesada se determinaron 
usando química terminadora BigDye y un secuenciador de ADN automatizado ABI377. Los cebadores se diseñaron 
para secuenciar corriente arriba o corriente debajo de secuencias conocidas en la región variable, región constante y 55 
eje central del vector. Cada reacción de secuenciación dio aproximadamente 500 bp de secuencia adicional que se 
alineó usando el programa AssemblyLIGN. Después de cada ronda de secuenciación, los cebadores se diseñaron 
para continuar las secuencias corriente arriba y corriente debajo de la secuencia conocida. Las secuencias de p1558 
y p1560 se muestran en la SEQ ID NO: 11 y 12.  
 60 
 El inserto clonado que contiene las secuencias codificadoras de cadena ligera de IL-12 mAb tiene 
aproximadamente 15 kb de longitud. El codón de inicio está situado 4310 pares base del extremo 5’ del inserto. Hay 
un intrón 3838 bp J-C entre las secuencias que codifican la región variable y constante y aproximadamente 6 kb de 
secuencia no codificadora corriente debajo de la región constante. La región constante de la cadena ligera es el 
alotipo Km(3), el mismo que cA2 y 7E3.  65 
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 El inserto clonado que contiene las secuencias codificadoras de cadena pesada de IL-12 mAb tiene 
aproximadamente 16 kb de longitud. El codón de inicio está situado 4802 bp del extremo 5’ del inserto. Hay un intrón 
5406 y aproximadamente 4,8 kb de secuencia no codificadora corriente debajo de la región constante. El alotipo IgG 
es G1m(f), definido por la arginina (arg) en la posición 214. Éste es diferente que cA2 que tiene una lisina (lis) en la 
posición 214 y por lo tanto del alotipo G1m(z).  5 
 
 Aunque se ha ilustrado y descrito anteriormente con referencia a ciertas realizaciones específicas, la 
presente invención no se limita sin embargo a los detalles mostrados. Más bien, la presente invención está dirigida a 
un vector de expresión que tiene varias secuencias, células huéspedes y kits desvelados en el presente documento, 
cuyo alcance se define en las reivindicaciones adjuntas.  10 
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LISTADO DE SECUENCIA 30 
 

<110> CENTOCOR, INC. 
 
<120> ANTI-IL-12 ANTIBODY BASED VECTORS, HOST CELLS, AND METHODS OF PRODUCTION AND USES 
 35 
<130> CEN5089 PCT 
 
<140> TO BE ASSIGNED 
<141> 2005-12-21 
 40 
<150> 60/637,936 
<151> 2004-12-21 
 
<160> 56 
 45 
<170> FastSEQ for Windows Version 4.0 
 
<210> 1 
<211> 17 
<212> DNA 50 
<213> Artificial Sequence 
 
<220> 
<223> Primer 
 55 
<400> 1 
cccaggtgca gctggtg 17 
 
<210> 2 
<211> 18 60 
<212> DNA 
<213> Artificial Sequence 
 
<220> 
<223> Primer 65 
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<400> 2 
ctcaggtgca gctggtgg 18 
 
<210> 3 
<211> 17 5 
<212> DNA 
<213> Artificial Sequence 
 
<220> 
<223> Primer 10 
 
<400> 3 
cccaggtgca gctacag 17 
 
<210> 4 15 
<211> 17 
<212> DNA 
<213> Artificial Sequence 
 
<220> 20 
<223> Primer 
 
<400> 4 
ccgaggtgca gctggtg 17 
 25 
<210> 5 
<211> 19 
<212> DNA 
<213> Artificial Sequence 
 30 
<220> 
<223> Primer 
 
<400> 5 
aacctcgagt taacggagg 19 35 
 
<210> 6 
<211> 17 
<212> DNA 
<213> Artificial Sequence 40 
 
<220> 
<223> Primer 
 
<400> 6 45 
gcaggaaacc ccacagg 17 
 
<210> 7 
<211> 18 
<212> DNA 50 
<213> Artificial Sequence 
 
<220> 
<223> Primer 
 55 
<400> 7 
atccagatga cccagtct 18 
 
<210> 8 
<211> 21 60 
<212> DNA 
<213> Artificial Sequence 
 
<220> 
<223> Primer 65 
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<400> 8 
atcgtgttga cacagtctcc a 21 
 
<210> 9 
<211> 20 5 
<212> DNA 
<213> Artificial Sequence 
 
<220> 
<223> Primer 10 
 
<400> 9 
aatatgcaca aaacttgcac 20 
 
<210> 10 15 
<211> 19 
<212> DNA 
<213> Artificial Sequence 
 
<220> 20 
<223> Primer 
 
<400> 10 
atttgagcct ctaaaggtc 19 
 25 
<210> 11 
<211> 19490 
<212> DNA 
<213> Artificial Sequence 
 30 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (809) 
<223> Expression plasmid where n can equal a, c, g, or t 
 35 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (995) 
<223> Expression plasmid where n can equal a, c, g, or t 
 40 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (1046) 
<223> Expression plasmid where n can equal a, c, g, or t, 
 45 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (8220) 
<223> Expression plasmid where n can equal a, c, g, or t 
 50 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (8283) 
<223> Expression plasmid where n can equal a, c, g, or t 
 55 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (13101) 
<223> Expression plasmid where n can equal a, c, g, or t 
 60 
<400> 11 
 

 
 
 65 
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 15 
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 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
 
 
 40 
<210> 12 
<211> 19412 
<212> DNA 
<213> Artificial Sequence 
 45 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (790) 
<223> Expression plasmid where n can equal a, c, g, or t 
 50 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (13735) 
<223> Expression plasmid where n can equal a, c, g, or t 
 55 
<400> 12 
 

 
 
 60 
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 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
 
 
 40 
<210> 13 
<211> 11 
<212> DNA 
<213> Mus musculus 
 45 
<400> 13 
agtgactgac g 11 
 
<210> 14 
<211> 9 50 
<212> DNA 
<213> Mus musculus 
 
<400> 14 
ttccctgaa 9 55 
 
<210> 15 
<211> 15 
<212> DNA 
<213> Mus musculus 60 
 
<400> 15 
gcaggaagtg aaagt 15 
 
<210> 16 65 
<211> 7 
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<212> DNA 
<213> Mus musculus 
 
<400> 16 
ggaaagt 7 5 
 
<210> 17 
<211> 9 
<212> DNA 
<213> Mus musculus 10 
 
<400> 17 
tttgggagg 9 
 
<210> 18 15 
<211> 9 
<212> DNA 
<213> Mus musculus 
 
<400> 18 20 
caaaatggc 9 
 
<210> 19 
<211> 13 
<212> DNA 25 
<213> Mus musculus 
 
<400> 19 
agttagccaa tgg 13 
 30 
<210> 20 
<211> 8 
<212> DNA 
<213> Mus musculus 
 35 
<400> 20 
tgacgtag 8 
 
<210> 21 
<211> 15 40 
<212> DNA 
<213> Mus musculus 
 
<400> 21 
aaaaatgaaa gaact 15 45 
 
<210> 22 
<211> 15 
<212> DNA 
<213> Mus musculus 50 
 
<400> 22 
ggaagtgaaa gtaat 15 
 

<210> 23 55 
<211> 12 
<212> DNA 
<213> Mus musculus 
 
<400> 23 60 
gtgctaatga aa 12 
 
<210> 24 
<211> 10 
<212> DNA 65 
<213> Mus musculus 
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<400> 24 
tttcattttt 10 
 
<210> 25 
<211> 6 5 
<212> DNA 
<213> Mus musculus 
 
<400> 25 
tcagca 6 10 
 
<210> 26 
<211> 6 
<212> DNA 
<213> Mus musculus 15 
 
<400> 26 
catgtg 6 
 
<210> 27 20 
<211> 9 
<212> DNA 
<213> Mus musculus 
 
<400> 27 25 
tgatgtaat 9 
 
<210> 28 
<211> 12 
<212> DNA 30 
<213> Mus musculus 
 
<400> 28 
ggtgcagcaa tg 12 
 35 
<210> 29 
<211> 6 
<212> DNA 
<213> Mus musculus 
 40 
<400> 29 
cttctc 6 
 
<210> 30 
<211> 8 45 
<212> DNA 
<213> Mus musculus . 
 
<400> 30 
atttgcat 8 50 
 
<210> 31 
<211> 6 
<212> DNA 
<213> Mus musculus 55 
 
<400> 31 
ttcaaa 6 
 
<210> 32 60 
<211> 10 
<212> DNA 
<213> Mus musculus 
 
<400> 32 65 
tggcctttcc 10 
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<210> 33 
<211> 8 
<212> DNA 
<213> Mus musculus 
 5 
<400> 33 
atttgcat 8 
 
<210> 34 
<211> 10 10 
<212> DNA 
<213> Mus musculus 
 
<400> 34 
tatgcaaatg 10 15 
<210> 35 
<211> 15 
<212> DNA 
<213> Mus musculus 
 20 
<400> 35 
ccgaatatgc aattc 15 
 
<210> 36 
<211> 7 25 
<212> DNA 
<213> Mus musculus 
 
<400> 36 
aatttcc 7 30 
 
<210> 37 
<211> 12 
<212> DNA 
<213> Mus musculus 35 
 

<400> 37 
gcttttccta aa 12 
 
<210> 38 40 
<211> 8 
<212> DNA 
<213> Mus musculus 
 
<400> 38 45 
cttcccct 8 
 
<210> 39 
<211> 12 
<212> DNA 50 
<213> Mus musculus 
 
<400> 39 
cattgctcca tc 12 
 55 
<210> 40 
<211> 15 
<212> DNA 
<213> Mus, musculus 
 60 
<400> 40 
ctcatttgca tgttc 15 
 
<210> 41 
<211> 10 65 
<212> DNA 
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 40 

<213> Mus musculus 
 
<400> 41 
ggaacaatgt 10 
 5 
<210> 42 
<211> 7 
<212> DNA 
<213> Mus musculus 
 10 
<400> 42 
ttaagtg 7 
<210> 43 
<211> 10 
<212> DNA 15 
<213> Mus musculus 
 
<400> 43 
gggcttttcc 10 
 20 
<210> 44 
<211> 11 
<212> DNA 
<213> Mus musculus 
 25 
<400> 44 
gacaggtggg g 11 
 

<210> 45 
<211> 11 30 
<212> DNA 
<213> Mus musculus 
 
<400> 45 
ggcaggtggg t 11 35 
 
<210> 46 
<211> 9 
<212> DNA 
<213> Mus musculus 40 
 
<400> 46 
ttcccataa 9 
 
<210> 47 45 
<211> 12 
<212> DNA 
<213> Mus musculus 
 
<400> 47 50 
tatcattaag gc 12 
 
<210> 48 
<211> 13 
<212> DNA 55 
<213> Mus musculus 
 
<400> 48 
catacaccaa tga 13 
 60 
<210> 49 
<211> 6 
<212> DNA 
<213> Mus musculus 
 65 
<400> 49 
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catgtg 6 
 
<210> 50 
<211> 6 
<212> DNA 5 
<213> Mus musculus 
 
<400> 50 
catgtg 6 
 10 
<210> 51 
<211> 7 
<212> DNA 
<213> Mus musculus 
 15 
<400> 51 
aggtaat 7 
 
<210> 52 
<211> 14 20 
<212> DNA 
<213> Mus musculus 
 
<400> 52 
aaatgttgca agta 14 25 
 
<210> 53 
<211> 6 
<212> DNA 
<213> Mus musculus 30 
 
<400> 53 
acatgg 6 
 
<210> 54 35 
<211> 7 
<212> DNA 
<213> Mus musculus 
 
<400> 54 40 
caggaag 7 
 
<210> 55 
<211> 6 
<212> DNA 45 
<213> Mus musculus 
 
<400> 55 
ttcaaa 6 
 50 
<210> 56 
<211> 8 
<212> DNA 
<213> Mus musculus 
 55 
<400> 56 
atttgcat 8 
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REIVINDICACIONES 

 
1. Un vector de expresión que comprende la secuencia de ácido nucleico de una cualquiera de SEQ ID NOs: 11-12.  

 
2. Una célula huésped que comprende los vectores de expresión de acuerdo con la reivindicación 1.  5 
 
3. La célula huésped de la reivindicación 2, donde la célula huésped es una célula huésped de mamífero.  

 
4. La célula huésped de la reivindicación 3 donde la célula huésped es una célula huésped de mieloma murino.  

 10 
5. Un kit que comprende el vector de la reivindicación 1.  
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