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DESCRIPCIÓN

Nuevos promotores de la beta-actina y rpS21, y sus usos

Campo de la invención

Esta invención se refiere a elementos génicos reguladores, tales como promotores, y a sus usos, por ejemplo para la 
expresión de proteínas. Más específicamente, esta invención se refiere a promotores de -actina y del gen de la 5
proteína ribosómica S21.

Antecedentes de la invención

Cada gen eucariota contiene elementos reguladores que conduce la transcripción de ese gen. Tales elementos 
reguladores incluyen promotores, que están típicamente situados inmediatamente en dirección 5’ de la secuencia 
codificante de un gen. Los promotores regulan la transcripción al proporcionar sitios de unión para factores de 10
transcripción, que son una parte de la maquinaria de transcripción. Los promotores se usan habitualmente para 
expresar proteínas en cultivo celular e in vivo. Muchos promotores se conocen y se usan para la expresión de 
proteínas en diversos sistemas de expresión. Los ejemplos de promotores incluyen el promotor temprano inmediato 
de citomegalovirus (CMV), repeticiones terminales largas de genoma grande del genoma del virus de sarcoma de 
Rous (RSV), el promotor del virus 40 del simio (SV40), el promotor del gen de interferón, el promotor de 15
metalotioneína, y el promotor de timidina cinasa y otros, por ejemplo como se describe en Fernandez et al. (1999) 
Gene Expression Systems, Academic Press. Sin embargo, todavía existe la necesidad en la técnica de proporcionar 
promotores que sean capaces de generar niveles elevados de expresión y/o de sostener la expresión durante un 
período prolongado de tiempo.

La -actina es una proteína estructural y se expresa habitualmente en todas las especies, desde protozoos a 20
eucariotas, incluyendo seres humanos. Los promotores de -actina humanos y de pollo se han descrito previamente. 
El promotor de -actina, en general, muestra una actividad más ubicua que el promotor de CMV que se usa 
ampliamente (Xu et al. (2001) Gene 272: 149-156). Se mostró que el promotor de -actina de pollo exhibe una 
actividad mayor que los promotores virales de CMV y SV40, pero solamente cuando está enlazado a una secuencia 
potenciadora de CMV (Xu et al., más arriba).25

La proteína ribosómica S21 (rpS21) está asociada con la subunidad 40S del ribosoma. El promotor del gen de rpS21 
humano se identificó previamente (nº de acceso GenBank® AJ250907). De forma similar a la mayoría de los 
promotores génicos ribosómicos, carece de elementos de transcripción convencionales tales como la caja TATA y la 
secuencia CAAT (Smirnova et al. (2000) Bioorg. Khim. 26 (5): 392-396).

Beddington R S P et al. (Development; Volumen 106; 1989; páginas 37-46) describen un marcador celular in situ que30
se puede usar para seguir el destino celular. Los autores afirman que, para crear tal marcador, se obtuvo mediante 
inyección pronuclear de ADN una raza de ratones transgénicos que porta 6 copias del gen lac Z de Escherichia coli
bajo el control del promotor de -actina de rata.

Breitbart A S et al. (Annals of Plastic Surgery; Volumen 43 nº 6; diciembre 1999; páginas 632-639) describen la 
clonación del gen de PDGF-B humano en vectores retrovíricos bajo el control del promotor de citomegalovirus o el 35
promotor de -actina de rata.

Nudel U et al. (Nucleic Acids Research; Volumen 11 Número 6; 1983; páginas 1759-1771) se refieren a la 
determinación de la secuencia nucleotídica del gen de -actina de rata. Los autores afirman que el gen de -actina 
codifica una proteína idéntica a la -actina bovina, tiene un gran intrón en la región no traducida de 5’, 6 nucleótidos 
en dirección 5’ del iniciador ATG, y 4 intrones en la región codificante en codones que especifican aminoácidos 40
41/42, 121/122, 267, y 327/328.

El número de acceso de Database U20114 (Database EMBL EBI; 21 de abril de 1995) se refiere a la secuencia del 
gen de -actina de hámster chino.

Elder P K et al. (Molecular and Cellular Biology; enero 1988, p. 480-485) afirman que se usó la hibridación a 
oligonucleótidos sintéticos que representan regiones conservadas en el promotor y primer intrón de varios genes de 45
-actina de vertebrados para discriminar entre lo que parece ser un único gen de -actina funcional y numerosos 
pseudogenes en el genoma de ratón. Los autores afirman que se construyó un plásmido denominado pβ5’-Gem4 
usando un fragmento de 4,5 kb de EcoRI-SalI que representa el extremo 5’ del gen de -actina de ratón.

SUMARIO DE LA INVENCIÓN

La presente descripción proporciona nuevos promotores de -actina que tienen un nivel bajo de homología de 50
secuencia con promotores de -actina previamente conocidos (tales como, por ejemplo, humano y de pollo). La 
presente descripción proporciona además nuevos promotores de rpS21 que tienen un bajo nivel de homología de 
secuencia con promotores de rpS21 previamente conocidos (tales como, por ejemplo, humano y ratón).
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La presente descripción se basa, en parte, en el descubrimiento y aislamiento de promotores de -actina y de rpS21 
a partir de la estirpe celular de ovario de hámster chino (CHO). Esta invención se basa además, en parte, en la 
observación de que el promotor de -actina de hámster tiene una actividad significativamente mayor que el promotor 
de CMV. La presente descripción se basa además, en parte, en la observación de que el promotor de rpS21 es al 
menos tan activo como el promotor de -actina de hámster cuando se usa para expresar ciertos genes. La presente 5
descripción proporciona secuencias nucleotídicas para estos promotores, e incluye variantes de las secuencias 
nucleotídicas que tienen actividad promotora. En algunos casos, un promotor de -actina de la presente descripción 
deriva de un roedor, por ejemplo hámster, rata, y ratón. El promotor de rpS21 deriva típicamente de un hámster.

La presente descripción proporciona además vectores que comprenden un promotor de -actina o un promotor de 
rpS21 de la presente descripción ligado operablemente a un ácido nucleico heterólogo. En ciertos casos, un vector 10
de la presente descripción comprende un promotor que está ligado operablemente a un ácido nucleico heterólogo 
que codifica un producto de expresión heterólogo tal como, por ejemplo, una proteína terapéutica o un fragmento de 
la misma. En casos ilustrativos, el producto de expresión es esfingomielinasa ácida (ASM), -glucosidasa (GAA), o 
activador de plasminógeno tisular (tPA).

La invención también proporciona células hospedantes transfectadas con un vector de la invención. En realizaciones 15
ilustrativas, la célula hospedante es una célula de mamífero tal como, por ejemplo, CHO, HEK, y BHK.

También se proporcionan métodos para producir una proteína. Los métodos para producir una proteína incluyen, por 
ejemplo, cultivar una célula transfectada con un vector que comprende un promotor de -actina y/o un promotor de 
rpS21 de la presente descripción ligado operablemente a un ácido nucleico heterólogo que codifica una proteína, y 
recuperar la proteína. En algunos casos, el producto de expresión heterólogo es una proteína secretora, que se 20
recupera del medio. En casos ilustrativos, la proteína es ASM, GAA, o tPA.

En base a la descripción contenida aquí, la presente invención proporciona un promotor de -actina aislado que se 
escoge de las secuencias nucleotídicas expuestas en SEC ID NOs: 1 ó 3, o una variante de las mismas que tiene 
actividad promotora, en el que dicha variante es una secuencia nucleotídica que tiene al menos 95% de identidad 
con una secuencia nucleotídica expuesta en SEC ID NO: 1 ó 3, a lo largo de toda la longitud de esa secuencia de 25
referencia.

La presente invención proporciona además un método para producir una proteína, en el que dicho método 
comprende: (a) cultivar una célula hospedante transfectada con un vector que comprende un promotor según la 
presente invención, en el que dicho promotor está ligado operablemente a una molécula de ácido nucleico que 
codifica dicha proteína; y (b) recuperar dicha proteína.30

En las reivindicaciones anejas se exponen otras realizaciones de la presente invención.

BREVE DESCRIPCIÓN DE LAS FIGURAS

La Figura 1A muestra un alineamiento entre porciones de secuencias nucleotídicas de un promotor de -
actina de hámster (SEC ID NO: 1) y un promotor de -actina de rata (SEC ID NO: 2), demostrando una 
identidad de 79% entre nucleótido (nt) 487 a nt 893 de SEC ID NO: 1 y nt 1 a nt 417 de SEC ID NO: 2. El 35
promotor de -actina de rata (SEC ID NO: 2) tiene una identidad de 67% a lo largo de toda la longitud del 
promotor de -actina de hámster (SEC ID NO: 1).

La Figura 1B muestra un alineamiento entre porciones de secuencias nucleotídicas de un promotor de -
actina de hámster (SEC ID NO: 1) y un promotor de -actina de rata (SEC ID NO: 2), demostrando una 
identidad de 83% entre nt 1047 a nt 3006 de SEC ID NO: 1 y nt 546 a nt 2493 de SEC ID NO: 2.40

La Figura 2A muestra un alineamiento entre porciones de secuencias nucleotídicas de un promotor de -
actina de hámster (SEC ID NO:1) y un promotor de -actina de ratón (SEC ID NO:3), demostrando una 
identidad de 84% entre nt 33 a nt 487 de SEC ID NO:1 y nt 1 a nt 449 de SEC ID NO:3. La secuencia del 
promotor de -actina de ratón (SEC ID NO:3) tiene una identidad de 80% a lo largo de toda la longitud de la 
secuencia del promotor de -actina de hámster de SEC ID NO:1.45

La Figura 2B muestra un alineamiento entre porciones de secuencias nucleotídicas de un promotor de -
actina de hámster (SEC ID NO:1) y un promotor de -actina de ratón (SEC ID NO:3), demostrando una 
identidad de 83% entre nt 996 a nt 3006 de SEC ID NO:1 y nt 921 a nt 2953 de SEC ID NO:1.

La Figura 3 muestra un alineamiento entre porciones de secuencias nucleotídicas de un promotor de -actina 
de hámster (SEC I D NO:1) y un promotor de -actina de hámster (nº de acceso de Genbank® U20114; SEC 50
ID NO:4), demostrando una identidad de 98% entre nt 1775 a nt 3006 de SEC ID NO:1 y nt 1 a nt 1232 de 
SEC ID NO:4. La secuencia del gen de -actina de ratón tiene una identidad de 40% a lo largo de toda la 
longitud de la secuencia del promotor de -actina de hámster de SEC ID NO:1.

La Figura 4 muestra un alineamiento entre porciones de secuencias nucleotídicas de promotor de -actina de 

E04776236
30-06-2015ES 2 541 136 T3

 



4

hámster (SEC ID NO:1) y un promotor de -actina humano previamente conocido (nº de acceso GenBank® 
gi28337; SEC ID NO:5), demostrando una identidad de 94% entre nt 113 a nt 148 de SEC ID NO:1 y nt 38 a 
nt 73 de SEC ID NO:5, una identidad de 83% entre nt 362 a nt 433 de SEC ID NO:1 y nt 303 a nt 374 de SEC 
ID NO:5, una identidad de 90% entre nt 1728 a nt 1764 de SEC ID NO:1 y nt 1791 y nt 1830 de SEC ID NO:5, 
y una identidad de 91% entre nt 1797 a nt 1966 de SEC ID NO:1 y nt 1840 a nt 2007 de SEC ID NO:5. La 5
secuencia del promotor de -actina humano (SEC ID NO:5) muestra una identidad de 10% a lo largo de toda 
la longitud de la secuencia del promotor de -actina de hámster de SEC ID NO:1.

La Figura 5 muestra un alineamiento entre porciones de secuencias nucleotídicas de promotor de -actina de 
hámster (SEC ID NO:1) y un promotor de -actina de pollo previamente conocido (nº de acceso GenBank® 
gi2170437; SEC ID NO:6), demostrando una identidad de 83% entre nt 1878 a nt 1919 de SEC ID NO:1 y nt 10
186 a nt 227 de SEC ID NO:6. La secuencia del promotor de -actina de pollo (SEC ID NO:6) muestra una 
identidad de 1% a lo largo de toda la longitud de la secuencia del promotor de -actina de hámster de SEC ID 
NO:1.

La Figura 6A representa una transferencia Northern para galectina, ferritina, y -actina en células CHO-K1. 
Los ARNm representativos se aislaron de células a 0, 4, 8, 10, y 15 horas después del tratamiento de las 15
células con actinomicina D.

La Figura 6B representa niveles de expresión de ARNm relativos para genes de galectina, ferritina, y -actina. 
Los ARNm representativos se aislaron de células a 0, 4, 8, 10, y 15 horas después del tratamiento de células
CHO-K1 con actinomicina D.

La Figura 7A representa potencias relativas del promotor según se mide en ensayos de transfección 20
transitoria en células CHO-K1 para los siguientes promotores: CMV, EF-1 humano, GAPDH de hámster, 
rpS21 de hámster, y -actina de hámster. Los promotores representativos se clonaron en dirección 5’ de un 
gen de proteína fluorescente roja (RFP) en el plásmido pDsRED-1. La fluorescencia media se midió mediante 
FACS.

La Figura 7B representa potencias relativas del promotor según se mide en ensayos de transfección estable 25
en células CHO-K1 para los siguientes promotores: CMV, EF-1 humano, GAPDH de hámster, rpS21 de 
hámster, y -actina de hámster. Los promotores representativos se clonaron en dirección 5’ de un gen de 
proteína fluorescente roja (RFP) en el plásmido pDsRED-1. La fluorescencia media se midió mediante FACS.

La Figura 8A representa la expresión de la proteína esfingomielinasa ácida (ASM) en medio procedente de 
tres conjuntos de células CHO-DXB11 transfectadas con un vector que contiene el ADNc de ASM 30
operablemente ligado al promotor de CMV o al promotor de -actina de hámster. La expresión de ASM se 
evaluó en un ensayo de actividad enzimática para ASM.

La Figura 8B representa la expresión de la proteína -glucosidasa (GAA) en medio procedente de tres 
conjuntos de células CHO-DXB11 transfectadas con un vector que contiene el ADNc de GAA ligado 
operablemente al promotor de CMV o al promotor de -actina de hámster. La expresión de GAA se evaluó en 35
un ensayo de actividad enzimática para GAA.

La Figura 9 representa la expresión de la proteína tPA en medio procedente de conjuntos de células CHO-
DXB11 transfectadas con un vector que contiene el ADNc de tPA ligado operablemente al promotor de -
actina de hámster. La expresión de tPA se evaluó usando ELISA.

DESCRIPCIÓN DETALLADA DE LA INVENCIÓN40

A fin de que la presente invención se entienda más fácilmente, se definen en primer lugar ciertos términos. Las 
definiciones adicionales se exponen a lo largo de la descripción detallada.

El término “promotor” se refiere a un elemento regulador que dirige la transcripción de un ácido nucleico al que está 
ligado operablemente. Un promotor puede regular tanto la velocidad como eficiencia de la transcripción de un ácido 
nucleico ligado operablemente. Un promotor también puede estar ligado operablemente a otros elementos 45
reguladores que potencian (“potenciadores”) o reprimen (“represores”) la transcripción de un ácido nucleico 
dependiente del promotor. La expresión “ligado operablemente” se refiere a un ácido nucleico colocado en una 
relación funcional con otro ácido nucleico. Un promotor está situado habitualmente 5’ (es decir, en dirección 5’) de un 
sitio de iniciación de la transcripción en el ácido nucleico. Un promotor, sin embargo, puede incluir secuencias 3’ (es 
decir, en dirección 3’) del sitio de iniciación de la transcripción. Un promotor también puede englobar regiones tanto 50
5’ como 3’ del sitio de iniciación de la transcripción del ácido nucleico ligado operablemente.

La expresión “actividad promotora” se refiere a la capacidad de un promotor para iniciar la transcripción de un ácido 
nucleico al que está ligado operablemente. La actividad promotora se puede medir usando procedimientos 
conocidos en la técnica o como se describe en los Ejemplos. Por ejemplo, la actividad promotora se puede medir 
como una cantidad de ARNm transcrito usando, por ejemplo, transferencia Northern o reacción en cadena de la 55
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polimerasa (PCR). Como alternativa, la actividad promotora se puede medir como una cantidad de producto proteico 
traducido, por ejemplo mediante transferencia Western, ELISA, ensayos colorimétricos tales como, por ejemplo, el 
ensayo de Bradford (Bradford (1976) Anal. Biochem., 72:248), y diversos ensayos de actividad, incluyendo ensayos 
del gen informador y otros procedimientos conocidos en la técnica o como se describe en los Ejemplos.

El término “vector” se refiere a ácido desoxirribonucleico, ácido ribonucleico, o un análogo de ácido nucleico, vírico o 5
no vírico, procariota o eucariota, que es capaz de portar otro ácido nucleico. Un vector puede portar un ácido 
nucleico en una célula, denominada “célula hospedante”, de manera que todo o una parte del ácido nucleico se 
transcribe o se expresa. Como alternativa, un vector se puede usar en un ensayo de transcripción in vitro. Los 
vectores se ensamblan frecuentemente como compuestos de elementos derivados de diferentes genes víricos, 
bacterianos, o de mamíferos. Los vectores contienen diversas secuencias codificantes y no codificantes que 10
incluyen secuencias que codifican marcadores seleccionables (por ejemplo, un gen de resistencia a antibiótico), 
secuencias que facilitan su propagación en bacterias, o una o más unidades de transcripción que se expresan 
solamente en ciertos tipos de células. Por ejemplo, los vectores de expresión en mamíferos contienen a menudo 
tanto secuencias procariotas que facilitan la propagación del vector en bacterias como una o más unidades de 
transcripción eucariotas que se expresan solamente en células eucariotas. Se apreciará por los expertos en la 15
técnica que el diseño del vector de expresión puede depender de factores tales como la elección de la célula 
hospedante a transformar, del nivel de expresión de proteína deseado, etc. 

Los vectores incluyen, por ejemplo, plásmidos, fagómidos, y vectores víricos. Los vectores que tienen un promotor 
existente se pueden modificar mediante técnicas de ADN recombinante estándar conocidas en la técnica para 
sustituir el promotor por cualquiera de las secuencias promotoras expuestas en SEC ID NOs:1, 2, 3, o 39, o una 20
variante de las mismas. En general, los vectores adecuados pueden escogerse de aquellos que están 
comercialmente disponibles, o se pueden construir usando técnicas de ADN recombinante estándar conocidas en la 
técnica. (Véase, por ejemplo, Molecular Cloning: A Laboratory Manual: 2nd edition, Sambrook et al., 1989, Cold 
Spring Harbor Laboratory Press).

Los términos “transformación” y “transfección” se refieren a la introducción intracelular de un ácido nucleico. Un 25
ácido nucleico se puede introducir en una planta o en una célula de animal o en una célula procariota o eucariota 
mediante un número de métodos conocidos en la técnica o descritos aquí.

El término “aislado” se refiere a un ácido desoxirribonucleico, un ácido ribonucleico, o un análogo de ácido nucleico 
que tiene una secuencia polinucleotídica que está separada de otras secuencias de ácido nucleico de tal manera 
que no aparece de forma natural. Un ácido nucleico aislado engloba ácidos nucleicos que se pueden sintetizar 30
parcial o totalmente de manera química o recombinante y/o se pueden purificar mediante técnicas conocidas en la 
técnica. 

El término “variante”, con referencia a una secuencia promotora, se refiere a una secuencia nucleotídica que es 
sustancialmente idéntica a lo largo de toda la longitud a la secuencia promotora o a su hebra complementaria a lo 
largo de toda la longitud de la misma, con la condición de que la variante tenga actividad promotora.35

Las variantes de promotores de -actina pueden tener la misma longitud que las secuencias nucleotídicas de de 
SEC ID NOs:1, 2, o 3, o más corta, en tanto que tengan una longitud de al menos 1250 nucleótidos. Las variantes de 
los promotores de rpS21 pueden tener la misma longitud que la secuencia nucleotídica de SEC ID NO:39, o más 
corta, en tanto que tengan actividad promotora. Las variantes del promotor de -actina pueden ser de origen natural, 
por ejemplo promotores de -actina de origen natural aislados de especies distintas de ser humano y de pollo, o se 40
pueden generar artificialmente. La identidad entre el promotor de -actina de hámster expuesto en SEC ID NO:1 y 
una variante del mismo, cuando se alinean óptimamente, es al menos 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 
85%, 90%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, o 99% a lo largo de toda la secuencia de SEC ID NO:1 desde nt 
1 hasta nt 3007. De forma similar, la identidad entre el promotor de -actina de rata expuesto en SEC ID NO:2 y una 
variante del mismo es al menos 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, o 45
99% a lo largo de toda la secuencia de SEC ID NO:2 desde nt 1 hasta nt 2493. La identidad entre el promotor de -
actina de ratón de SEC ID NO:3 y una variante del mismo es al menos 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, o 99% a lo largo de toda la longitud de SEC ID NO:3 desde nt 1 hasta nt 
2953. De forma similar, la identidad entre el promotor de rpS21 de hámster expuesto en SEC ID NO:39 y una 
variante del mismo, cuando se alinean óptimamente, puede ser al menos 40%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 80%, 50
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, o 99% a lo largo de toda la longitud de SEC ID NO:39 desde nt 1 
hasta nt 1958.

Las variantes de promotores de -actina pueden incluir, por ejemplo, ortólogos de los promotores de -actina en 
otras especies, incluyendo roedores y otros mamíferos, pero excluyendo promotores de -actina de ser humano y de 
pollo y sus variantes conocidas. Las variantes de los promotores de la invención también se pueden encontrar en 55
otras especies de roedores, tales como, por ejemplo, cobaya, marmota, rata almizclera, jerbo, ardilla, ardilla rayada, 
perro de las praderas, castor, puerco espín, y topillo.

Los términos “variantes” engloban además fragmentos de uno cualquiera o más de los promotores de la invención 
que tienen actividad promotora. Las variantes de los promotores de -actina tienen al menos 1250 nucleótidos de 
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longitud. Las variantes de los promotores de -actina de la invención se pueden obtener, por ejemplo, mediante 
truncamientos de 5’ del promotor de -actina de hámster expuesto en SEC ID NO:1. En algunas realizaciones, las 
variantes del promotor de -actina incluyen secuencias de nt 50 a nt 3000, de nt 100 a nt 3000, de nt 150 a nt 3000, 
de nt 200 a nt 3000, de nt 250 a nt 3000, de nt 500 a nt 3000, de nt 1000 a nt 3000, o de nt 1500 a nt 3000 de SEC 
ID NO:1. En otras realizaciones, las variantes del promotor de -actina se pueden obtener mediante truncamientos 5
de 5’ de la secuencia expuesta en SEC ID NO:2, e incluyen, por ejemplo, de nt 50 a nt 2490, de nt 100 a nt 2490, de 
nt 150 a nt 2490, de nt 200 a nt 2490, de nt 250 a nt 2490, de nt 500 a nt 2490, o de nt 1000 a nt 2490 de SEC ID 
NO:2. Las variantes del promotor de -actina también se pueden obtener mediante truncamientos de 5’ de la 
secuencia expuesta en SEC ID NO:3, e incluyen, por ejemplo, de nt 50 a nt 2950, de nt 100 a nt 2950, de nt 150 a nt 
2950, de nt 200 a nt 2950, de nt 250 a nt 2950, de nt 500 a nt 2950, de nt 1000 a nt 2950, o de nt 1500 a nt 2950 de 10
SEC ID NO:3. Los fragmentos más largos del promotor de -actina de hámster se pueden obtener, por ejemplo, 
mediante truncamientos de 5’ de la secuencia nucleotídica del promotor de hámster más larga expuesta en SEC ID 
NO:7. Tales variantes incluyen, por ejemplo, secuencias de nt 50 a nt 3668, de nt 100 a nt 3668, de nt 150 a nt 3668, 
de nt 200 a nt 3668, de nt 250 a nt 3668, de nt 500 a nt 3668, o de nt 600 a nt 3668.

Las variantes de promotores de rpS21 se pueden obtener mediante truncamientos de 5’ y/o truncamientos de 3’ de 15
la secuencia expuesta en SEC ID NO:39. Tales variantes incluyen, por ejemplo, secuencias de nt 50 a nt 1958, de nt 
100 a nt 1958, de nt 150 a nt 1958, de nt 200 a nt 1958, de nt 250 a nt 1958, de nt 500 a nt 1958, de nt 1000 a nt 
1958, de nt 1 a nt 1900, de nt 1 a nt 1850, de nt 1 a nt 1800, de nt 1 a nt 1750, de nt 1 a 1700, de nt 1 a nt 1600, o 
de nt 1 a nt 1500.

En ciertos casos, un promotor de -actina de la presente descripción comprende un tramo contiguo de al menos 20
1250, 1500, 1550, 1600, 1650, 1700, 1750, 1800, 1850, 1900, 1950, 2000, 2500, o 3000 nucleótidos de SEC ID 
NOs: 1, 2, o 3. Tales tramos contiguos de SEC ID NOs: 1, 2, y 3 también pueden contener una mutación (inserción o 
supresión) en tanto que la secuencia mutante retenga al menos cierta funcionalidad de la secuencia original y la 
capacidad para hibridarse a las secuencias respectivas de SEC ID NOs: 1, 2, o 3 en condiciones de restricción baja, 
media o alta. Un tramo contiguo de un promotor de -actina se puede obtener mediante truncamientos de 5’ de 25
cualquiera de las secuencias expuestas en SEC ID NO: 1, 2, 3, o 7 o sus variantes como se describe anteriormente.

En otros casos, un promotor de rpS21 de la presente descripción comprende un tramo contiguo de al menos 500, 
600, 700, 800, 900, 1000, 1100, 1200, 1300, 1400, 1500, 1600, 1700, 1800, 1850, o 1900 nucleótidos de SEC ID 
NO: 39.

Las variantes del promotor de -actina de la presente descripción incluyen además secuencias nucleotídicas que se 30
hibridan a toda la longitud de las secuencias del promotor de -actina mostradas en SEC ID NOs: 1, 2, o 3, o sus 
complementos, y que tienen como máximo 0, 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45% de desemparejamientos 
de pares de bases. Las variantes del promotor de rpS21 de la invención incluyen secuencias nucleotídicas que se 
hibridan a toda la longitud de la secuencia del promotor de rpS21 mostrada en SEC ID NO:39, o su complemento, y 
que tienen como máximo 0, 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 45, 50, 55, 60% de desemparejamientos de pares de 35
bases. El porcentaje de desemparejamientos de pares de bases se puede determinar mediante técnicas estándar 
conocidas en la técnica, o como se describe aquí. El término “heterólogo”, cuando se usa con referencia a un ácido 
nucleico, significa un ácido nucleico distinto del ácido nucleico al que está ligado operablemente un promotor en un 
genoma de origen natural. Por ejemplo, el término “heterólogo” se refiere a cualquier ácido nucleico distinto del gen 
de -actina de hámster cuando tal ácido nucleico está ligado operablemente a un promotor de -actina de hámster. 40
Igualmente, el término “heterólogo” se refiere a cualquier ácido nucleico distinto del gen de -actina de rata cuando 
tal ácido nucleico está ligado operablemente a un promotor de -actina de rata. De forma similar, el término 
“heterólogo” se refiere a cualquier ácido nucleico cuando tal ácido nucleico está ligado operablemente al promotor de 
-actina de ratón. De forma análoga, este término también se refiere a cualquier ácido nucleico distinto del gen de 
rpS21 de hámster cuando tal ácido nucleico está ligado operablemente a un promotor de rpS21 de hámster.45

El término “transgénico” se refiere a cualquier animal que contiene células manipuladas genéticamente en las que un 
promotor de la invención ya no está ligado operablemente al mismo ácido nucleico como en un genoma de origen 
natural. El término “transgénico” engloba, por ejemplo, un animal que contiene células con un promotor de la 
invención o una variante del mismo integrado en el cromosoma del animal. El término “transgénico” también engloba 
un animal que contiene células con una secuencia de ADN que se replica extracromosómicamente que comprende 50
un promotor de la invención o una variante del mismo. El animal transgénico puede ser un mamífero, tal como un 
roedor o un ser humano.

Esta descripción se basa, en parte, en el descubrimiento y aislamiento de nuevos promotores para los genes de -
actina y de rpS21. Específicamente, esta descripción presenta promotores de -actina de roedor, incluyendo, pero 
sin limitarse a, hámster, rata y ratón, y el promotor de rpS21 de hámster. Esta invención se basa en el 55
descubrimiento y demostración de que los promotores de -actina de la invención tienen actividad promotora que es 
mayor que la actividad del promotor de CMV, como se describe en los Ejemplos. La presente descripción se basa 
además en el descubrimiento de que el promotor de rpS21 de hámster es al menos tan activo como el promotor de 
-actina de hámster cuando se usa para expresar ciertos genes. 
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La presente descripción proporciona secuencias nucleotídicas para promotores de -actina de roedor, incluyendo 
hámster, rata y ratón, y métodos de uso de las mismas. La presente descripción proporciona además métodos para 
la identificación y aislamiento de variantes de promotores de la invención, incluyendo homólogos y fragmentos de 
promotores que tienen actividad promotora. Adicionalmente, la presente descripción proporciona una secuencia 
nucleotídica para el promotor de rpS21 de hámster, y métodos de uso de la misma.5

En los experimentos que conducen a la presente invención, un clon genómico para el promotor de -actina de 
hámster se aisló a partir de células CHO tras su identificación como un promotor activo mediante una técnica 
denominada Análisis en Serie de Expresión Génica o “SAGE” (Valculesco et al. (1995) Science, 270: 484-487 y 
Valculesco et al. (1987) Cell, 88: 243-251). La técnica de SAGE se puede usar para la obtención del perfil de 
transcripción de todo el genoma. El promotor de -actina se identificó como uno de los promotores más activos en 10
células CHO usando SAGE. Esto condujo a la clonación del promotor para -actina en células CHO. Se usó un 
enfoque similar para el aislamiento del promotor de rpS21 de hámster a partir de células CHO. Este enfoque se 
puede usar para la obtención del perfil de transcripción de otros genoma para confirmar que los promotores de -
actina o promotor de rpS21 correspondientes son activos en otro genoma. Tal promotor se puede clonar usando 
técnicas estándar conocidas en la técnica, o aquellas descritas aquí. Las variantes de promotores de la presente 15
descripción se pueden identificar mediante hibridación a una o más de las secuencias promotoras expuestas en 
SEC ID NOs: 1, 2, 3, o 39. Es bien conocido que la temperatura de fusión (Tm) de un ácido nucleico bicatenario 
disminuye 1-1,5ºC cada 1% de disminución de la homología (véase, por ejemplo, Bonner et al. (1973) J. Mol. Biol., 
81: 123). Por lo tanto, los homólogos de las especies se pueden identificar, por ejemplo, hibridando una secuencia 
nucleotídica putativa con una secuencia nucleotídica de SEC ID NOs: 1, 2, 3, o 39, o una variante de la misma, y 20
comparando la temperatura de fusión de tal híbrido con la temperatura de fusión de un híbrido que comprende una 
secuencia nucleotídica de SEC ID NOs: 1, 2, 3, o 39, o una variante de la misma, y una secuencia nucleotídica 
complementaria. El número de desemparejamientos de pares de bases se puede calcular entonces para el híbrido 
de ensayo. Por lo tanto, una menor diferencia entre las temperaturas de fusión del híbrido de ensayo y un híbrido 
que contiene un homólogo putativo de una cualquiera de las secuencias en SEC ID NOs: 1, 2,3, o 39, indicará una 25
mayor homología entre la secuencia nucleotídica putativa y una secuencia promotora de la presente descripción. Por 
ejemplo, las variantes en otras especies de roedores, tales como cobaya, marmota, rata almizclera, jerbo, ardilla, 
ardilla rayada, perro de las praderas, castor, puerco espín, y topillo, pueden exhibir una mayor homología con 
promotores de la presente descripción y sus variantes.

Se sabe que una variedad de factores afectan a la eficiencia de hibridación de dos hebras de secuencia 30
nucleotídica. Estos pueden incluir, por ejemplo, la longitud de la secuencia nucleotídica, la concentración de sal y el 
contenido de G/C de las secuencias. Por ejemplo, para la hibridación de fragmentos largos de ADN, Howley et al. 
(1979) J. Biol. Chem., 254: 4876, determinaron que la temperatura de fusión a la que 50% de un ADN se hibrida a 
una hebra complementaria se define mediante:

Tm = 81,5 + 16,6 log M + 41 (%G + %C) – 500/L – 0,62F35

en la que

M es la concentración molar de cationes monovalentes;

(%G + %C) es la fracción respectiva de nucleótidos G y C en las secuencias;

L es la longitud del ADN híbrido; y

F es la concentración molar de formamida.40

Las condiciones de hibridación apropiadas se pueden seleccionar por los expertos en la técnica con una 
experimentación mínima, como se ejemplifica en Ausubel et al. (1995) Current Protocols in Molecular Biology, John 
Wiley & Sons, secciones 2, 4, y 6. Adicionalmente, las condiciones restrictivas se describen en Sambrook et al. 
(1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2ª ed., Cold Spring Harbor Press, capítulos 7, 9, y 11.

Un ejemplo no limitante de condiciones de hibridación de baja restricción es como sigue. Los filtros que contienen 45
ADN se pretratan durante 6 h a 40ºC en una disolución que contiene 35% de formamida, 5 x SSC, 50 mM de Tris-
HCl (pH 7,5), 5 mM de EDTA, 0,1% de PVP, 0,1% de Ficoll™, 1% de BSA, y 500 g/ml de ADN de esperma de 
salmón desnaturalizado. Las hibridaciones se llevan a cabo en la misma disolución con las siguientes 
modificaciones: se usa 0,02% de PVP, 0,02% de Ficoll™, 0,2% de BSA, 100 g/ml de ADN de esperma de salmón, 
10% (peso/vol) de sulfato de dextrano, y 5-20 x 106 sonda marcada con 32P. Los filtros se incuban en mezcla de 50
hibridación durante 18-20 h a 40ºC, y después se lavan durante 1,5 horas a 55ºC en una disolución que contiene 2 x 
SSC, 25 mM de Tris-HCl (pH 7,4), 5 mM de EDTA, y 0,1% de SDS. La disolución de lavado se sustituye por 
disolución reciente y se incuba durante 1,5 horas adicionales a 60ºC. Los filtros se secaron y se expusieron para 
autorradiografía. Se pueden usar otras condiciones de baja restricción bien conocidas en la técnica (por ejemplo, 
como se emplean para hibridaciones de entre especies).55

Un ejemplo no limitante de condiciones de hibridación de restricción elevada es como sigue. La prehibridación de 
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filtros que contienen ADN se lleva a cabo durante 8 h toda la noche a 65ºC en tampón que contiene 6 x SSC, 50 mM 
de Tris-HCl (pH 7,5), 1 mM de EDTA, 0,02% de PVP, 0,02% de Ficoll™, 0,02% de BSA, y 500 g/ml de ADN de 
esperma de salmón desnaturalizado. Los filtros se hibridan durante 48 horas a 65ºC en la mezcla de prehibridación 
que contiene 100 g/ml de ADN de esperma de salmón desnaturalizado y 5-20 x 106 cpm de sonda marcada con
32P. El lavado de los filtros se realiza a 37ºC durante 1 hora en una disolución que contiene 2 x SSC, 0,01% de PVP, 5
0,01% de Ficoll™, y 0,01% de BSA. Esto fue seguido de un lavado en 0,1 x SSC a 50ºC durante 45 minutos.

Un ejemplo no limitante de condiciones de hibridación de restricción moderada incluye prelavar los filtros en 5 x 
SSC, 0,5% de SDS, 1,0 mM de EDTA, pH 8,0; hibridar en 50% de formamida, 6 x SSC a 42ºC; y lavar los filtros en 
0,5 x SSC, 0,1% de SDS a 60ºC.

Las variantes de los promotores de la presente descripción también se pueden identificar mediante el porcentaje de 10
identidad entre secuencias nucleotídicas para variantes putativas y las secuencias expuestas en SEC ID NOs: 1, 2, 
3, o 39, o sus hebras complementarias. El porcentaje de identidad se puede determinar, por ejemplo, mediante 
inspección visual o usando diversos programas de ordenador conocidos en la técnica, o como se describe en los 
Ejemplos. Por ejemplo, el porcentaje de identidad de dos secuencias nucleotídicas se puede determinar 
comparando la información de secuencia usando el programa de ordenador GAP descrito por Devereux et al. (1984) 15
Nucl. Acids. Res., 12: 387 y disponible en la University de Wisconsin Genetics Computer Group (UWGCG). El 
porcentaje de identidad también se puede determinar alineando dos secuencias nucleotídicas usando el programa 
BLAST (www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST) como se describe por Tatusova et al. (1999) FEMS Microbiol. Lett., 174: 
247. Por ejemplo, para alineamientos de secuencias nucleotídicas usando el programa BLAST, los ajustes por 
defecto son los siguientes: el premio para emparejamiento es 2, la penalización para desemparejamiento es -2, las 20
penalizaciones de apertura de salto y de extensión de salto son 5 y 2 respectivamente, el valor de X-dropoff del salto 
es 50, el valor esperado es 10, el tamaño de palabra es 11, y el filtro está OFF.

Los promotores de la presente descripción identificados mediante identidad de secuencia incluyen, por ejemplo, 
secuencias expuestas en SEC ID NOs: 2 y 3 para promotores de -actina de rata y de ratón, que muestran 67% y 
80% de identidad, respectivamente, con nt 1 a nt 3007 de la secuencia del promotor de -actina de hámster 25
expuesta en SEC ID NO:1. Se pueden identificar fácilmente variantes adicionales usando las diversas técnicas 
descritas aquí y aquellas conocidas en la técnica.

El porcentaje de identidad entre el promotor de -actina de hámster (SEC ID NO:1) y promotores de -actina 
conocidos se puede determinar como se describe. Por ejemplo, cuando SEC ID NO:1 se compara con el promotor 
de -actina humano (SEC ID NO:5) usando el alineamiento de secuencias BLAST con parámetros por defecto, 30
exhibe solamente alrededor de una identidad de 10% a lo largo de toda la longitud de SEC ID NO:1. De forma 
similar, cuando SEC ID NO:1 se compara con el promotor de -actina de pollo (SEC ID NO:6), exhibe solamente 
alrededor de 1% de identidad a lo largo de toda la longitud de SEC ID NO:1. Debido a tales niveles bajos de 
homología, los promotores de -actina humano y de pollo no se consideran variantes de la secuencia del promotor 
de -actina de hámster de SEC ID NO:1. Además, la porción de 3’ de SEC ID NO:1 muestra homología significativa 35
con la porción de 5’ de la secuencia del gen de -actina de hámster (nº de acceso de GenBank® U20114; SEC ID 
NO:4). En particular, los primeros 1232 nucleótidos de SEC ID NO:4 muestran una identidad de 98% con la porción 
de 3’ de SEC ID NO:1, como se representa en la Figura 3. Esta identidad está en la región del primer intrón en el 
gen de -actina de hámster. En conjunto, SEC ID NO:4 muestra solamente 40% de identidad a lo largo de toda la 
longitud de SEC ID NO:1. Además, no se ha descrito actividad promotora para SEC ID NO:4, o fragmentos de la 40
misma. 

Usando el alineamiento de secuencias BLAST con parámetros por defecto, no se detectó homología entre el 
promotor de rpS21 humano previamente conocido (nt 1-2344 de nº de acceso GenBank® AJ250907) y nt 1 a 1958 
de promotor de rpS21 de hámster de SEC ID NO:39. Se detecta un nivel muy bajo de homología entre el promotor 
de rpS21 de hámster de SEC ID NO:39 y ADN genómico de ratón que abarca el gen de rpS21 de ratón (nº de 45
acceso GenBank® NT_039212). Hay dos regiones de homología en las secuencias de ratón. La primera va de nt 
1775 a nt 1945 de SEC ID NO:39 (137 de 172 nts coinciden). La segunda va de nt 580 a nt 851 de SEC ID NO:39 
(208 de 274 nts coinciden). Estas dos regiones de homología están separadas por 923 nts en la secuencia de 
hámster (SEC ID NO:39) y por 1745 nts en la secuencia genómica de ratón (NT_039212).

En consecuencia, en algunos casos, un promotor aislado o una variante del mismo que tiene actividad promotora 50
comprende la secuencia o secuencias nucleotídicas como se exponen desde nt 1775 a nt 1945 de SEC ID No: 39, 
y/o de nt 580 a nt 851 de SEC ID NO: 39. Opcionalmente, tal promotor o variante comprende además toda o una 
porción de SEC ID NO:39 como se expone desde nt 852 a nt 1774.

Las secuencias nucleotídicas expuestas en SEC ID NOs: 1, 2, 3, o 39, o sus variantes, se pueden usar como sondas 
para identificar bibliotecas genómicas para el aislamiento de secuencias genómicas que se hibridan a una o más de 55
las secuencias expuestas en SEC ID NOs: 1, 2, 3, o 39, o sus variantes.

Un promotor, según la invención, o una variante del mismo, está ligado operablemente a un ácido nucleico 
heterólogo que lo expresa. El promotor se puede usar solo o en combinación con otros elementos reguladores tales 
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como, por ejemplo, potenciadores y represores. Como alternativa, tal promotor se puede integrar en el genoma de 
una célula hospedante o de un animal, para expresar de ese modo un gen endógeno en el hospedante. Un promotor 
según la invención se puede usar en un vector para la expresión de ácidos nucleicos heterólogos. En ciertas 
realizaciones, el ácido nucleico heterólogo codifica una proteína terapéutica. Los ejemplos de proteínas terapéuticas 
incluyen, pero no se limitan a, -glucosidasa, esfingomielinasa ácida, insulina, activador de plasminógeno tisular, 5
hormona estimulante de la tiroides, eritropoyetina, glucocerebrosidasa, -galactosidasa, y diversos anticuerpos. Los 
ejemplos de anticuerpos incluyen, pero no se limitan a, anticuerpos que se unen a miembros de la familia de TGF-, 
tales como, por ejemplo, TGF--1, 2, y 3.

Esta invención proporciona además vectores que comprenden un promotor de la invención o una variante del mismo
que tiene actividad promotora. En algunas realizaciones, los vectores de la invención incluyen un sitio de enzima de 10
restricción adecuado en dirección 3’ del promotor, para la inserción del ácido nucleico heterólogo. Tal sitio de enzima 
de restricción puede incluir un sitio de restricción para una única enzima de restricción, o puede incluir sitios de 
restricción para una variedad de enzimas de restricción a fin de facilitar la inserción de muchos ácidos nucleicos 
heterólogos diferentes. Un vector según la invención también puede contener una secuencia de poliadenilación en 
dirección 3’ del sitio para insertar un ácido nucleico heterólogo. Los vectores que comprenden promotores de la 15
invención también pueden contener elementos de ADN procariotas para la replicación bacteriana, y un marcador de 
selección por antibióticos para el crecimiento y selección del vector en células bacterianas, y elementos de ADN 
adicionales que controlan el procesamiento de transcritos, tales como, por ejemplo, señales de terminación. Los 
vectores pueden contener además secuencias de ADN para dirigir la secreción de una proteína fuera de las células 
hospedantes.20

En ciertas realizaciones, un vector que contiene una secuencia promotora de la invención es un vector bicistrónico. 
Se diseñan vectores bicistrónicos de manera que dos ácidos nucleicos se puedan transcribir para producir un único 
transcrito. Tal transcrito contiene habitualmente una primera porción que es traducida en una proteína, y una 
segunda porción traducida en una segunda proteína. Una proteína puede ser una proteína de interés, tal como una 
proteína terapéutica, y una segunda proteína se puede usar como un marcador seleccionable. Los vectores 25
bicistrónicos contienen habitualmente un promotor y un sitio interno de entrada al ribosoma o IRES situado entre dos 
ácidos nucleicos. Esto permite la transcripción de los dos ácidos nucleicos como un único ARNm bicistrónico. De 
esta manera, se puede construir un vector que incluye un promotor de -actina de la invención, o una variante del 
mismo, y un IRES entre dos ácidos nucleicos heterólogos. Un vector bicistrónico que contiene un promotor de -
actina de la invención, o una variante del mismo, se puede usar para expresar una proteína terapéutica tal como, por 30
ejemplo, esfingomielinasa ácida o -glucosidasa, junto con un gen informador.

La presente descripción proporciona además ensayos para identificar aquellas variantes de promotores de -actina y 
de rpS21 de la presente descripción que tienen actividad promotora. Por ejemplo, un promotor de la invención o 
variante del mismo se inserta en un vector adecuado en dirección 5’ de un gen informador, y la expresión del gen 
informador se usa como un determinante de la actividad promotora. Por ejemplo, para la identificación de variantes 35
de promotores de la invención que tienen actividad promotora, tal variante se clona en dirección 5’ de un gen 
informador. Un gen informador puede codificar una enzima que cataliza una reacción que produce una señal 
visualmente detectable. Los ejemplos de tales genes informadores incluyen -galactosidasa y luciferasa. Los 
ejemplos de otros genes informadores incluyen fosfatasa alcalina, opalina sintasa, octopina sintasa, -glucoronidasa, 
cloranfenicol acetiltransferasa. En los Ejemplos expuestos más abajo, un gen informador que codifica una proteína 40
fluorescente roja (RFP) de Discosoma striata se usa para medir la actividad promotora. Los expertos en la técnica, 
sin embargo, pueden usar cualquier gen informador y técnica de ensayo adecuados para determinar la actividad 
promotora. La expresión de un gen informador a partir del promotor se puede evaluar en un sistema de expresión in 
vitro, o puede ser intracelular (por ejemplo, in vivo).

La invención proporciona además células hospedantes que se han transfectado con un vector de la invención que 45
comprende un promotor ligado operablemente a un gen heterólogo. Tal célula hospedante puede ser una célula 
procariota o una célula eucariota. Las células hospedantes pueden ser células en cultivo, o pueden estar presentes 
en un animal no humano. Los ejemplos de células hospedantes en cultivo incluyen, pero no se limitan a, células 
HeLa, células CHO, NS0, células HEK, células BHK, NIH-3T3, células MDCK, y células COS. Las células 
hospedantes en cultivo se pueden hacer crecer en suspensión o en microportadores, como se describe en los 50
Ejemplos.

Para introducir ácidos nucleicos de la invención en una célula hospedante, se pueden usar muchos métodos 
adecuados. Los vectores que comprenden secuencias promotoras de la invención se pueden introducir en células 
procariotas o eucariotas. Los ejemplos de técnicas que se pueden usar para la introducción de ácidos nucleicos en 
células eucariotas incluyen, por ejemplo, precipitación con fosfato de calcio, transfección mediante DEAE-dextrano, 55
electroporación, transfección mediada por liposomas, transducción usando vectores víricos, etc.

Para la producción de proteínas usando promotores de la invención, se pueden emplear muchos sistemas de 
expresión adecuados. Uno de tales sistemas de expresión emplea un gen de dihidrofolato reductasa (DHFR) que se 
introduce en el vector que comprende un promotor de la invención o una variante del mismo ligado operablemente a 
un ácido nucleico heterólogo. Como alternativa, un vector de expresión que expresa DHFR se puede cotransfectar 60
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en la célula hospedante, si se usa para la expresión una célula deficiente en DHFR. Cuando se aplican 
concentraciones crecientes de metotrexato (MTX), un inhibidor competitivo de la enzima esencial DHFR, a las 
células transfectadas, solamente sobreviven las células con mayores niveles de expresión de DHFR. A medida que 
se incrementan adicionalmente los niveles de MTX, solamente sobreviven las células que amplifican el número de 
copias del gen de DHFR. De esta manera, incrementando el número de copias del vector que comprende el 5
promotor, se puede lograr una mayor expresión del ácido nucleico heterólogo, conduciendo de ese modo a mayor 
producción de proteína. Un segundo sistema de expresión emplea un gen de glutamina sintetasa (GS) que se 
introduce en el vector que comprende un promotor de la invención o una variante del mismo ligado operablemente a 
un ácido nucleico heterólogo. La adición de un inhibidor competitivo de GS, por ejemplo metionina sulfoximina 
(MSX), se usa para incrementar el número de copias del vector que conduce a una mayor producción de proteína.10

Cualquier sistema para la expresión de proteínas usando promotores de la invención, se puede usar cualquier 
sistema de expresión procariota o eucariota adecuado. Los ejemplos de sistemas de expresión incluyen, pero no se 
limitan a, sistemas de expresión vegetales, de baculovirus, de levadura, bacterianos, de Drosophila, de mamíferos, y 
sistemas de expresión libres de células. Los métodos estándar para introducir vectores de expresión en células de 
mamíferos, bacterianas, de levadura, de insectos y vegetales se proporcionan, por ejemplo, por Ausubel (1995), más 15
arriba.

En ciertas realizaciones, los promotores de la invención y sus variantes se usan en métodos de terapia génica. Por 
ejemplo, un promotor de la invención o una variante del mismo se clona en un vector de terapia génica vírico o no 
vírico de manera que esté ligado operablemente a un gen de interés. El promotor dirige la expresión del gen que 
codifica una proteína terapéutica cuando el vector se suministra a un sujeto, por ejemplo un paciente humano.20

Los siguientes ejemplos proporcionan realizaciones ilustrativas de la invención. Alguien de pericia normal en la 
técnica reconocerá las numerosas modificaciones y variaciones que se pueden llevar a cabo sin alterar el espíritu y 
alcance de la presente invención. Tales modificaciones y variaciones están englobadas dentro del alcance de la 
invención. Los ejemplos no limitan de ningún modo la invención.

EJEMPLOS25

Lo siguiente describe materiales y métodos usados en los Ejemplos subsiguientes.

A. Cultivo de células CHO-K1

Las células CHO-K1 se obtuvieron de la American Type Culture Collection (Manassas, VA) (ATCC nº CRL-9618). 
Las células se cultivaron en cultivos de agitación de 250 ml que contienen 15 g/l de microportadores DE-52 
(Whatman, Kent, UK) en medio de cultivo celular 925 suplementado con 10% de suero de ternera donante (DCS) 30
(Invitrogen). Las células se mantuvieron a 37ºC usando una capa de 20-40% de O2 y 5% de CO2, y se agitaron a 
aproximadamente 60 rpm durante seis días. Tras el crecimiento de las células en presencia de suero, los cultivos se 
sometieron a una renovación diaria del 80% (v/v) con medio 925 libre de suero. Las células se hicieron crecer en 
medio libre de suero durante 11 días antes de la extracción del ARN de las células. Para la determinación de la 
semivida del ARNm, se añadieron 7 mg/ml de actinomicina D a los cultivos en la fase libre de suero.35

B. Extracción y análisis del ARN

El ARN se aisló de células CHO-K1 usando el kit RNAgents de Promega (Madison, WI). La expresión génica se 
analizó mediante transferencia Northern. Para el análisis de transferencia Northern, se separaron 5 g de ARN 
mediante electroforesis en un gel desnaturalizante de glicoxal/dimetilsulfóxido usando un kit NorthernMax®-Gly 
(Ambion, Austin, TX). El ARN se transfirió subsiguientemente a membranas de nailon (Schleicher & Schuell, Dassel, 40
Alemania). Las transferencias se sondaron con las siguientes sondas génicas amplificadas mediante PCR: galectina 
(nº de acceso GenBank® M96676, nt 14-383); -actina (nº de acceso Genbank® U20114, nt 238-381); EF-1 (nº de 
acceso GenBank® D00522, nt 7-192); rpS21 (nº de acceso GenBank® X79059, nt 68-340); ferritina (nº de acceso
GenBank® M99692, nt 182-303) o un fragmento comercialmente disponible de glicerilaldehído 3-fosfato 
deshidrogenasa (GAPDH) (Ambion, Austin, TX). Cada producto de PCR se radiomarcó mediante cebado aleatorio. 45
Los cebadores de la PCR usados para la amplificación de cada uno de los genes se dan en la Tabla 1.

TABLA 1

Gen Cebador Secuencia SEC ID NO:

-actina directo GCTCTTTCTTCGCCGCTCC 8

-actina inverso ACCACCCTCCAGCCTTCCC 9

EF-1 directo GAACGCAGGTGTTGTGAAAA 10

EF-1 inverso CTCGGCAGCCTCCTTCT 11
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Gen Cebador Secuencia SEC ID NO:

rpS21 directo GTGGACCTGTACGTGC 12

rpS21 inverso TTCTCACTTTTATTTATGAC 13

ferritina directo CGCCAGAACTACCACCAGGAC 14

ferritina inverso TTCAGAGCCACATCATCCCG 15

galectina directo TGGTCGCAAGCAACCTGAATC 16

galectina inverso TTGAAGTCACCGTCTGCCGC 17

C. Transfección de células CHO-K1

Para la transfección transitoria, se colocaron células CHO-K1 en placas de 6 pocillos en medio 925 con 10% de 
suero fetal bovino (FBS) (Invitrogen). Las células se hicieron crecer hasta 50-75% de confluencia antes de la 
transfección usando Lipofectamine™ (Invitrogen). El plásmido pDsRED-1 (Clontech, Palo Alto, CA) se cotransfectó 5
con el plásmido pSV40-CD20, que codifica un marcador CD20 de la superficie celular usado para identificar células 
transfectadas. Este plásmido pDsRED-1 codifica una proteína fluorescente roja (RFP) de Discosoma striata, cuya 
expresión se puede detectar mediante FACS. Las transfecciones se llevaron a cabo según las instrucciones del 
fabricante. De forma breve, las células se incubaron con complejos de lípido-ADN durante 16 h en medio Opti-
MEM™ libre de suero (Invitrogen). El medio se renovó con medio 925 con 10% de FBS, y las células se cosecharon 10
48 horas después de la transfección.

D. Análisis de clasificación celular activada por fluorescencia

Para el análisis de FACS, 1 x 106 células se tripsinizaron y se lavaron con PBS fría que contiene 2% de FBS. Las 
células se incubaron subsiguientemente con un anticuerpo anti-CD20 marcado con FITC (Pharmingen, San Diego, 
CA) durante 30 minutos en hielo. Las células se lavaron entonces con PBS fría que contiene 2% de FBS, y se 15
resuspendieron en 1 ml de PBS frío/2% de FBS. El análisis de FACS se llevó a cabo usando FACSCalibur™ (BD 
Biosciences, San Diego, CA). Todos los sucesos positivos para CD20 se evaluaron en busca de la intensidad de 
fluorescencia media de la proteína fluorescente roja, para evaluar la potencia del promotor.

E. Ensayo de ASM

Se incubaron a 37ºC medios de células transfectadas con un vector que codifica esfingomielinasa ácida (ASM) con 20
el sustrato sintético 2-(N-hexadecanoilamino)-4-nitrofenilfosforilcloro (Calbiochem, San Diego, CA) a la 
concentración de 12,5 mM en acetato de sodio 250 mM, pH 5,5, que contiene acetato de cinc 0,1 mM, seroalbúmina 
bovina (BSA) 0,25 mg/ml, y Tween 20 al 0,15%. Las reacciones se detuvieron mediante adición de 0,2 M de glicina-
NaOH que contiene 50% de etanol. La actividad o cantidad de ASM se midió mediante la cantidad de 2-(N-
hexadecanoilamino)-4-nitrofenolato producida, usando un ensayo colorimétrico midiendo la densidad óptica a 415 25
nm.

F. Ensayo de GAA

Se incubaron a 37ºC medios procedentes de células transfectadas con un vector que codifica -glucosidasa (GAA) 
con el sustrato sintético p-nitrofenil-D--glucopiranósido (Sigma, St. Louis, MO) a una concentración de 40 mM en 
acetato de sodio 50 mM, pH 4,3, que contiene seroalbúmina bovina (BSA) al 0,1%. Las reacciones se detuvieron 30
mediante adición de glicina 0,3 M, pH 10,6. La actividad o cantidad de GAA se midió mediante la cantidad de p-
nitrofenilo producida, usando un ensayo colorimétrico midiendo la densidad óptica a 400 nm.

Ejemplo 1: Identificación del promotor de -actina en células CHO-K1

Se usó el Análisis en Serie de Expresión Génica (SAGE) para analizar todo el perfil de transcripción de células CHO-
K1 que se hicieron crecer en cultivo de agitación perfundido libre de suero.35

La primera etapa en SAGE implicó la síntesis de ADN bicatenario a partir de ARNm aislado de células CHO-K1 
usando técnicas estándar. El ADNc se escindió subsiguientemente con la endonucleasa de restricción NlaIII, 
también denominada una enzima de anclaje, que se espera que escinda la mayoría de los transcritos al menos una 
vez. La porción de 3’ de cada ADNc escindido se aisló mediante unión a perlas de estreptavidina. El conjunto de 
ADNc se dividió entonces a la mitad y se ligó vía el anclaje del sitio de restricción a un ligador que contiene un sitio 40
de endonucleasa de restricción de tipo II (por ejemplo, FokI). Las endonucleasas de restricción de tipo II escinden a 
una distancia definida hasta 20 pares de bases lejos de sus sitios de reconocimiento asimétricos. La enzima de tipo 
II se denomina típicamente una enzima etiquetadora. La escisión del producto de ligación con la enzima 
etiquetadora da como resultado la liberación de un ligador con trozos cortos del ADNc. Una combinación de las 

E04776236
30-06-2015ES 2 541 136 T3

 



12

enzimas de anclaje y etiquetadoras produce una etiqueta de 10 pares de bases que es única para un gen.

Usando este enfoque, se representaron etiquetas de secuencias para cada gen mediante el sitio NlaIII 
mayoritariamente 3’ seguido de una secuencia de 10 pb única. En los casos en los que las etiquetas no se pudieron 
asignar a genes conocidos, un ADNc de biblioteca de SAGE se amplificó mediante PCR usando la etiqueta de 
SAGE y un cebador directo M13 usado habitualmente (GTTTTCCCAGTCACGAC, SEC ID NO:18). Los productos de 5
la PCR se clonaron subsiguientemente en el vector pCR2.1 (Invitrogen) y se secuenciaron usando técnicas 
estándar. La identificación de los genes se basó en la homología de la secuencia de productos de PCR con 
secuencias conocidas en GenBank® (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank).

Se llevó a cabo un alineamiento de BLAST® (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) de secuencias nucleotídicas con sus 
contrapartes de ratón y/o rata para identificar el gen a partir del que se obtuvo la etiqueta. De las dieciséis etiquetas 10
más abundantes identificadas en este análisis (Tabla 2), se identificó los genes para todas las etiquetas menos una. 
De los quince genes identificados, cinco tuvieron origen mitocondrial, y tres fueron elementos repetitivos nucleares. 
La aparición de múltiples copias de estos genes en cada célula fue la causa probable de su abundancia en el 
resultado de SAGE. Tales secuencias no se consideraron para una evaluación posterior.

TABLA 215

Abundancia Etiqueta Gen SEC ID NO: Identificado

38 CATGGAAGCAGAAT Repetición Alu 19 J00052

33 CATGCAGGAGCTTC COX I Mito 20 PCR

27 CATGGGGGAGCGTT Proteína ribosómica S21 21 PCR

27 CATGGTACTGACAC COX III Mito 22 PCR

20 CATGGCCTCCAAGG GAPDH 23 X52123

20 CATGATAATACGTA ATPasa 6 Mito 24 M14311

19 CATGCCTTTAATCC Repetición B-1 25 PCR

18 CATGAATCGGAGGC Citocromo B Mito 26 J01436

18 CATGAGGCAGACAG EF-1 27 D00522

18 CATGGCGGCAGACG Galectina (L-14) 28 M96676

16 CATGGTGGCTCACA Repetición Alu 29 J00056

15 CATGTTGGCTGCCG Cadena pesada de ferritina 30 M99692

14 CATGCCCTGTGCCG Ninguna coincidencia 31

13 CATGAGAGCGAAGT Proteína ribosómica L41 32 X82550

13 CATGAGGAGGCCTA NADH deshidrogenasa mitocondrial 33 PCR

12 CATGCCCTGAGTCC -Actina 34 AF014363

Usando este enfoque, los promotores de cuatro genes se identificaron como los más activos en células CHO-K1. 
Estos promotores fueron: -actina, proteína ribosómica S21 (rpS21), factor de alargamiento 1 (EF-1), y 
gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH). Los niveles elevados de estos ARNm en células CHO-K1 podrían 
ser debido a la actividad promotora de sus promotores respectivos, o debido a la estabilidad innata de los ARNm. 20
Aunque el análisis de SAGE proporciona una cuantificación de los niveles globales en el estado estacionario para 
los ARNm para genes, no distingue entre actividad promotora del gen y estabilidad del ARNm como la base de la 
expresión elevada del ARNm. De este modo, a fin de distinguir entre las dos posibilidades, se midió la semivida de 
los ARNm. De forma breve, la expresión de los genes candidatos se evaluó mediante análisis de transferencia 
Northern de células CHO-K1 en cultivos con agitación en puntos variables tras el tratamiento de células con 25
actinomicina D.

Inicialmente, se analizaron los genes de rpS21, GAPDH y EF-1, y se encontró que todos ellos tienen ARNm 
relativamente estables con semividas mayores que 8 horas. Estos resultados sugieren que la mayor abundancia de 
estos ARNm resultó de la mayor estabilidad de los ARNm y no necesariamente mayores actividades de los 
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promotores respectivos.

También se midió mediante análisis de transferencia Northern la semivida de los ARNm de galectina, ferritina, y -
actina, como se describe anteriormente, a 0, 4, 8, 10, y 15 horas después del tratamiento de las células con 
actinomicina D. En la Figura 6A se muestra una transferencia Northern representativa. Los niveles de ARNm 
relativos se representan gráficamente en la Figura 6B. Estos datos muestran que aunque tanto galectina como 5
ferritina tuvieron semividas mayores que 8 horas, el ARNm de -actina se dio la vuelta más rápidamente, con una 
semivida de aproximadamente 6 horas. De este modo, la contribución relativa de la potencia del promotor a los 
niveles de ARNm globales en el estado estacionario fue mayor para -actina que para los otros candidatos en 
células CHO-K1. En consecuencia, en estas condiciones, el promotor de -actina se puede caracterizar como un 
promotor fuerte.10

Ejemplo 2: Aislamiento y caracterización de promotores de -actina y de rpS21 de hámster

A la luz de los resultados descritos en el Ejemplo 1, para el estudio posterior, se seleccionó el candidato con la 
mayor abundancia (rpS21) y aquel con el recambio de ARNm más rápido (-actina). Para aislar ADN genómicos 
para promotores de -actina de hámster y de rpS21, se identificó una biblioteca genómica CHO-K1 en  FIX II 
(Stratagene, La Jolla, CA).15

A fin de aislar los clones genómicos de -actina y rpS21, las cepas bacterianas de E. coli XL1-Blue MRA (P2) se 
hicieron crecer en medio LB que contiene sulfato de magnesio 10 mM y maltosa al 0,2%. Las células bacterianas se 
peletizaron y se resuspendieron en sulfato de magnesio 10 mM a una lectura de absorbancia de 0,5 a 600 nm. Se 
incubaron aproximadamente un millón de fagos de la biblioteca con las células bacterianas durante 15 minutos a 
37ºC. Se añadió agarosa fundida a la mezcla de fagos/bacterias, y las bacterias se recubrieron sobre placas 20
BioAssay que contienen agar (Nunc, Rochester, NY). Tras el endurecimiento de la agarosa superior, las placas se 
invirtieron y se hicieron crecer a 30ºC toda la noche. Las placas se enfriaron subsiguientemente y se cubrieron dos 
veces con filtros de nailon Genescreen Plus™ (Perkin Elmer Life Sciences, Wellesley, MA). Los filtros de nailon se 
desnaturalizaron durante 2 minutos en hidróxido de sodio 0,1 M con cloruro de sodio 1,5 M, y se neutralizaron 
subsiguientemente. Los filtros se reticularon mediante UV y se sondaron.25

Una sonda usada para el aislamiento del promotor de -actina de hámster se obtuvo mediante PCR aleatoria a partir 
del extremo 5’ del gen de -actina (nt 238-381 de nº de acceso GenBank® U20114). Una sonda usada para el 
aislamiento del promotor de rpS21 de hámster se obtuvo mediante PCR usando los cebadores expuestos en SEC ID 
NOs:12 y 13. El fago hibridante para ambos promotores de -actina y rpS21 se purificaron usando técnicas estándar. 
El ADN del fago aislado a partir de los lisados de fago se purificó mediante extracciones secuenciales con 30
cloroformo, fenol, fenol/cloroformo (1:1), y finalmente, cloroformo.

Para el aislamiento de promotores del gen de -actina de hámster, tras la precipitación con etanol, se digirió ADN 
con enzimas de restricción que tuvieron sitios en la porción 5’ del gen de -actina de hámster, y se sometió a 
transferencia Southern usando la misma sonda que se usó para identificar la genoteca. 

Usando este enfoque, se generó un fragmento de AvrlI de aproximadamente 7 kb y un fragmento de SalI de 35
aproximadamente 5,5 kb, los cuales se hibridaron a la sonda. Estos se clonaron subsiguientemente con el plásmido 
pBluescript II KS (Stratagene). El fragmento de AvrlI de 7 kb tiene el número de referencia ATCC PTA-5309, 
depositado el 3 de julio de 2003 en la American Tissue Culture Collection, P.O. Box 1549, Manassas, VA 20108, 
U.S.A.

Los plásmidos que contienen los fragmentos de AvrlI y SalI se digirieron con SfoI para eliminar el extremo 3’ de los 40
fragmentos que contenían una porción del marco de lectura abierto del gen de -actina. Estos fragmentos se 
clonaron entonces en el plásmido pDsRED-1 (Clontech) para crear los constructos denominados pDsRED-Avr (6,5 
kb) y pDsRED-Avr (5,1 kb). A fin de generar un constructo que contiene todo el intrón 1 del gen de -actina, se llevó 
a cabo la PCR usando los siguientes cebadores:

Directo: AGGCCCAGCTTGGGACCAAGACAGAA (SEC ID NO:35)45

Inverso: CGCGGATCCGGCGAACTATATCAGGGC (SEC ID NO:36).

El fragmento de la PCR generó dos productos: un producto predilecto de aproximadamente 7 kb, y un producto de 3 
kb inesperado más pequeño. Estos dos productos de la PCR se clonaron en el plásmido pDsRED-1 (Clontech) para 
generar los constructos pDsRED-Avr(1)-7 y pDsRED-Avr(1)-3.

Cada uno de los fragmentos del promotor de -actina de hámster que se clonó en el plásmido pDsRED-1 (Clontech)50
se transfectó en células CHO-K1. Las potencias relativas de los promotores de cada uno de los fragmentos del 
promotor de -actina de hámster se midieron usando FACS como se describió anteriormente. Los resultados de los 
ensayos de actividad se resumen más abajo.

El fragmento de Avr(1)-3 del promotor de -actina que abarca desde nt -1970 hasta nt +1037 mostró la mayor 
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actividad promotora. El fragmento de Avr(1)-7 que abarca desde nt -6000 hasta nt +1037 mostró una actividad que 
fue 47% de la actividad mostrada por Avr(1)-3. Los fragmentos de Avr (6,5 Kb), Sal (5,1Kb), actina (3 kb), y actina-P 
(2,8 kb) mostraron solamente 2%, 2%, 2%, y 0% de actividad promotora, respectivamente, en comparación con el 
fragmento de Avr(1)-3.

El fragmento de Avr(1)-3 se secuenció subsiguientemente, y la secuencia se expone en SEC ID NO:1. 5
Adicionalmente, también se secuenció la región de 660 nt en dirección 5’ de fragmento de Avr(1) 3. Esta secuencia 
más larga desde nt -2622 hasta nt +1037 se expone en SEC ID NO:7.

Para el aislamiento del promotor de rpS21, tras el aislamiento de ADN del fago hibridante, se amplificó el ADN 
mediante PCR usando los siguientes cebadores:

Directo: AGCTCTAATACGACTCACTATAGGGC (SEC ID NO:40)10

Inverso: CTCTAGGCCAGCGGAGCGCAG (SEC ID NO:41).

El producto de la PCR se clonó en el vector PCR2.1 (Invitrogen) y se secuenció subsiguientemente. La secuencia 
nucleotídica del promotor de rpS21 de hámster se expone en SEC ID NO:39. El promotor se cortó usando sitios de 
EcoRI que flanquean a los sitios de clonación, y se clonó en el vector pDsRED1-1 (Clontech).

Ejemplo 3: Comparación funcional de los promotores de -actina de hámster y de CMV15

La actividad promotora de Avr (1)-3 se comparó con la del promotor temprano inmediato de CMV (Invitrogen) y el 
promotor de EF-1 humano (Invivogen).

Células CHO-K1 se transfectaron transitoriamente con el plásmido pDsRED-1 que contiene Avr (1)-3, el promotor 
temprano inmediato de CMV en dirección 5’, o el promotor de EF-1 humano, cada uno ligado operablemente al gen 
de RFP. La expresión de RFP se evaluó mediante FACS 48 horas después de la transfección.20

Como se muestra en la Figura 7A, en células transfectadas con Avr (1)-3, la secuencia del promotor de -actina 
(SEC ID NO:1) mostró un mayor nivel de expresión de RFP en comparación con cualquiera de los promotores de 
CMV o de EF-1. En particular, la expresión fue aproximadamente dos veces mayor con Avr (1)-3 que con el 
promotor de CMV.

A fin de determinar si este perfil de expresión observado es sostenible en transfectantes estables, células CHO-K1 25
transfectadas se seleccionaron durante dos semanas con G418™. Entonces se evaluó la expresión de RFP en los 
conjuntos supervivientes de células. Como se representa en la Figura 7B, de forma similar a las células 
transfectadas transitoriamente, la expresión de RFP más elevada se observó en células transfectadas con Avr(1)-3, 
la secuencia del promotor de -actina expuesta en SEC ID NO:1.

Ejemplo 4: Actividad del promotor de -actina de hámster en células BHK-21 y HEK29330

La actividad del promotor de -actina de hámster se comparó con la del promotor de CMV en células BHK-21 (ATCC 
nº CCL 10) y HEK293 (ATCC nº CRL-1573) usando ensayos de transfección estable como se describe en el 
Ejemplo 3. Como se observa previamente en células CHO-K1, la expresión de RFP en células BHK-21 fue 
significativamente mayor cuando se usa el promotor de -actina en lugar del promotor de CMV (Tabla 3). En células 
HEK293, el promotor de -actina de hámster dio como resultado expresión de RFP a niveles aproximadamente 35
equivalentes a los del promotor de CMV.

TABLA 3

Estirpe celular Promotor de CMV Promotor de -actina

BHK-21 8,3 ± 0,4 121 ± 99,8

HEK293 139 ± 9,9 102 ± 8,3

Ejemplo 5: Promotores de -actina de rata y de ratón

Se investigaron bases de datos públicamente disponibles de secuencias nucleotídicas usando ajustes por defecto en 40
busca de homólogos potenciales de la secuencia del promotor de -actina de hámster expuesta en SEC ID NO:1.

La porción 5’ de un gen de -actina de hámster (nº de acceso GenBank® U21104; SEC ID NO:4) exhibe 98% de 
identidad con la porción 3’ de la secuencia del promotor de -actina de hámster. Sin embargo, esta homología es 
solamente 40% a lo largo de toda la longitud de la secuencia del promotor de -actina de hámster expuesta en SEC 
ID NO:1. No se conoce ninguna actividad promotora para esta porción.45
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Los promotores de -actina previamente conocidos, humano (nº de acceso GenBank® gi28337A) y de pollo (nº de 
acceso GenBank® gi2170437), se alinearon con el promotor de -actina de hámster para la determinación de la 
homología con el programa BLAST® usando los ajustes por defecto. Las secuencias del promotor de -actina 
humano y de pollo tuvieron solamente 10% y 1% de identidad, respectivamente, con el promotor de -actina de 
hámster (SEC ID NO:1).5

Se identificó un supercóntigo genómico de rata (Rattus norvegcus) (nº de acceso GenBank® NW_042778) en el 
cromosoma 12 del genoma de rata por contener una secuencia nucleotídica que tiene un 67% de identidad a lo largo 
de toda la longitud de SEC ID NO:1.

De forma similar, se identificó un cóntigo (nº de acceso GenBank® NT_039324) en el cromosoma 5 del genoma de 
ratón (Mus musculus) por tener una identidad de 80% a lo largo de toda la longitud de SEC ID NO:1.10

Los alineamientos de secuencias de la secuencia del promotor de -actina de hámster (SEC ID NO:1) con la 
secuencia del gen de hámster, y promotores de -actina de ser humano, pollo, rata y ratón se representan en las 
Figuras 3, 4, 5, 1, y 2, respectivamente.

Ejemplo 6: Actividades de los promotores de -actina de rata y de ratón

Las secuencias de los promotores de rata y de ratón expuestas en SEC ID NOs:2 y 3, respectivamente, se clonaron 15
en el plásmido pDsRED-1 (Clontech). El promotor de CMV también se clonó en dirección 5’ del gen de RFP en el 
plásmido pDsRED-1. Estos plásmidos se transfectan en célula CHO-K1, u otra estirpe celular. La expresión de la 
RFP se evalúa mediante FACS 48 horas después de la transfección.

Se espera que las células transfectadas con el promotor de -actina de rata o de ratón muestren una expresión de 
RFP mayor que el promotor de CMV en condiciones similares.20

Ejemplo 7: Expresión de proteínas usando promotor de -actina de hámster

Para evaluar adicionalmente la actividad del promotor de -actina de hámster, se usó un sistema de expresión que 
utiliza selección mediante dihidrofolato reductasa (DHFR) y amplificación mediante metotrexato (MTX). El vector 
pGZ6 se derivó del plásmido pCLHAXSV2DHFR para contener el promotor de -actina de hámster de 3 kb (SEC ID 
NO:1) además de un gen de DHFR bajo el control del promotor temprano de SV40. El plásmido pCLHAXSV2DHFR 25
se ha descrito previamente por Cole et al. (1993) Biotechnology, 11:1014-1024. De forma breve, el promotor de 
metalotionina (MT) en el vector pCLHAXSV2DHFR se sustituyó por el promotor de -actina para crear el vector 
pGZ6. Los ADNc para dos proteínas de interés terapéutico, esfingomielinasa ácida (ASM) y -glucosidasa (GAA), se 
ligaron operablemente al promotor de -actina de hámster. El ADNc de ASM se obtuvo a través del consorcio 
IMAGE™ (nº de acceso GenBank® AI587087). El ADNc para GAA se obtuvo de Dr. Martinuik en la New York 30
University School of Medicine. Las secuencias nucleotídicas de los ADNc de ASM y de GAA se exponen en SEC ID 
NOs:37 y 38, respectivamente. De forma similar, los dos ADNc se clonaron también en dirección 3’ del promotor de 
CMV en un vector que contiene el mismo casete de expresión de DHFR. La estirpe celular CHO-K1 deficiente en 
DHFR, DXB11, se transfectó por triplicado con ambos conjuntos de vectores de expresión. Después de dos 
semanas de selección en medio deficiente en nucleótidos que contiene MTX 20 nM, se lavó un conjunto no clonado 35
heterogéneo de células con PBS y se transfirió a medio libre de suero. Veinticuatro horas más tarde, se midieron los 
niveles de ASM o GAA en el medio.

Los resultados de uno de tales experimentos se demuestran en las Figuras 8A y 8B. Los niveles de ASM generados 
a partir del promotor de -actina de hámster en los conjuntos estables fueron 2 a 15 veces mayores que con el 
promotor de CMV, y en el caso de los conjuntos de GAA, 2 a 5 veces mayores.40

Los conjuntos estables se usaron adicionalmente para evaluar la capacidad del promotor de -actina para sostener 
la expresión proteica a largo plazo. Típicamente, para la producción industrial de proteínas, la expresión elevada se 
logra seleccionando células con un mayor número de copias de genes a través de un procedimiento que implica 
incrementar el número de etapas de selección y/o la concentración de MTX. A fin de determinar si se podría lograr 
una mayor expresión vía esta estrategia con el promotor de -actina (SEC ID NO:1), los conjuntos de ASM 45
seleccionados inicialmente en MTX 20 nM se amplificaron mediante selección durante dos semanas en niveles de 
MTX (200 nM) mayores de diez veces. Como se resume en la Tabla 4, dos de los tres conjuntos de -actina 
mostraron niveles de ASM mayores de 2 a 3 veces tras la amplificación con respecto a los conjuntos de 20 nM de 
partida. Por el contrario, solamente uno de los conjuntos de CMV ensayados mostró niveles mayores que el conjunto 
de 20 nM, del que deriva. Entre los seis conjuntos de ASM generados con cualquiera de los dos promotores, el 50
conjunto de -actina que se expresa de forma más elevada generó seis veces la cantidad de ASM obtenida con el 
conjunto que se expresa de forma más elevada generado con el promotor de CMV. Esto demuestra que, al menos 
en las condiciones ensayadas, el promotor de -actina de hámster es superior al promotor de CMV.
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TABLA 4

Conjunto Expresión de ASM en MTX 20 nM Expresión de ASM en MTX 200 nM 

Conjunto A de CMV-ASM 4,3 8,2

Conjunto B de CMV-ASM 16,9 9,5

Conjunto C de CMV-ASM 3,6 3,7

Conjunto A de -actina-ASM 33,5 100,0

Conjunto B de -actina-ASM 59,3 27,9

Conjunto C de -actina-ASM 45,6 90,5

En un experimento distinto, el promotor de -actina de hámster se usó para expresar la proteína del activador de 
plasminógeno tisular (tPA), que es un agente trombolítico usado en pacientes para disolver coágulos de sangre. 
Células CHO-DXB11 se transfectaron con un vector de expresión pGZ6-tPA en el que el promotor de -actina de 5
hámster está ligado operablemente al gen de tPA. Los transfectantes estables se seleccionaron mediante 
crecimiento en medio deficiente en nucleótidos que contiene MTX 200 nM. El conjunto resultante de células sin 
clonar se sometió entonces a MTX 500 nM, para amplificar el número de copias del transgén. Este conjunto de 
células se retiró de MTX, se expandió y se sembró sobre 2 microportadores Cytopore™ en un cultivo de agitación de 
1 litro. Las células se hicieron crecer durante 7 días en un medio que contiene suero. Durante los siguientes 4 días, 10
el suero se eliminó mediante cambios diarios del 80% con medio libre de suero. Entonces se recogieron cosechas 
de medios a lo largo de 15 días y se analizaron en busca de la expresión de tPA usando un kit de ELISA 
comercialmente disponible (kit de tPA TintElize®, Biopool International, Inc., Ventura, CA). Como se representa en la 
Figura 9 de este experimento, el uso del promotor de -actina de hámster dio como resultado la expresión de tPA a 
una concentración de alrededor de 30 mg/l por día. Este resultado se compara favorablemente con los informes 15
recientemente publicados en los que se produjo alrededor de 30-40 mg/l de tPA después de 4-8 días usando otros 
promotores (Senger et al. (2003) Biotechnology Progress 19: 1199-1209; Dowd et al. (2000) Biotechnology Progress 
16:786-794).

Ejemplo 8: Producción de anticuerpos usando promotor de -actina de hámster

A fin de producir un anticuerpo frente a un miembro de la familia de TGF-, un ácido nucleico que codifica una 20
cadena ligera de anticuerpo anti-TGF- o una cadena pesada de anticuerpo anti-TGF- se clona en dirección 3’ del 
promotor de -actina de hámster en dos vectores de expresión pGZ6 distintos.

La estirpe de células CHO-K1 deficiente en DHFR, DXB11, se transfecta con ambos vectores de expresión. 
Después de dos semanas de selección en medio deficiente en nucleótidos que contiene MTX, se miden en el medio 
los niveles de anticuerpo anti-TGF-, incluyendo tanto la cadena ligera como la cadena pesada.25

Ejemplo 9: Expresión de proteínas usando promotor de rpS21 de hámster

La actividad del promotor de rpS21 de hámster se comparó con la actividad del promotor de -actina de hámster 
para la expresión en células CHO-DXB11. Se transfectaron células CHO-DXB11 con vectores de expresión que 
contienen -glucosidasa humana (rhGAA) ligada operablemente al promotor de rpS21 de hámster de SEC ID NO:39 
(pGZ3IC-GAA) o al promotor de -actina de hámster de SEC ID NO:1 (pGZ6IC-GAA). En ambos casos, el gen de 30
rhGAA se ligó al gen que codifica un marcador de la superficie celular (CD20), a través de un sitio interno de entrada 
al ribosoma.

Secuencia (IRES). Tras la selección de células con MTX 0,2 M en medio deficiente en nucleótidos, las células se 
marcaron con un anticuerpo conjugado a FITC contra CD20, y se clasificaron mediante FACS para clones que se 
expresan de forma elevada. Las células seleccionadas se colocaron en placas de 96 pocillos y se expandieron para 35
la evaluación de la expresión de rhGAA. Se analizaron 38 clones para el promotor de rpS21 de hámster, y se 
analizaron 29 clones para el promotor de -actina de hámster. La Tabla 5 muestra la distribución de intervalos de 
expresión en los clones resultantes para ambos promotores. 
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TABLA 5

Vector Expresión de GAA 
<2 pg/célula/h

Expresión de GAA 
2-5 pg/célula/h

Expresión de GAA 
5-8 pg/célula/h

Expresión de GAA 
8-10 pg/célula/h

pGZ3IC-GAA 16% 50% 26% 8%

pGZ6IC-GAA 52% 34% 14% 0%

En un experimento distinto, el promotor de rpS21 de hámster se usó para expresar ASM en células CHO-DXB11. La 
actividad del promotor de rpS21 se comparó con las actividades de ambos promotores de -actina y de CMV. Las 
células CHO-DXB11 se transfectaron por triplicado y se seleccionaron directamente en MTX 200 nM, o se 5
seleccionaron inicialmente en MTX 20 nM y después se amplificaron durante dos semanas en MTX 200 nM, como 
se explica en el Ejemplo 7. Los niveles de ASM se midieron en el medio como se describió. La expresión de ASM en 
células sin transfectar fue indetectable.

Como se resume en la Tabla 6, los tres conjuntos de rpS21 mostraron niveles de ASM mayores de 2 a 3 veces tras 
la amplificación con respecto a los conjuntos de 20 nM de partida, de los que derivaron. Además, los niveles de ASM 10
generados fueron mayores que los niveles generados con el promotor de CMV (Ejemplo 7).

TABLA 6

Conjunto Expresión de ASM nU/célula/24 h (en 
MTX 20 nM)

Expresión de ASM nU/célula/24 h (en MTX 
200 nM)

Conjunto A de rpS21-ASM 12 34

Conjunto B de rpS21-ASM 13 30

Conjunto C de rpS21-ASM 16 41

Los niveles de expresión de ASM generados con selección de los conjuntos directamente en MTX 200 nM se 
resumen en la Tabla 7.15

TABLA 7

Conjunto Expresión de ASM

Conjunto A de CMV-ASM 38

Conjunto B de CMV-ASM 193

Conjunto C de CMV-ASM 44

Conjunto A de -actina-ASM 381

Conjunto B de -actina-ASM 125

Conjunto C de -actina-ASM 515

Conjunto A de rpS21-ASM 342

Conjunto B de rpS21-ASM 60

Conjunto C de rpS21-ASM 51

Los niveles de ASM generados a partir del promotor de rpS21 de hámster en MTX 200 nM fueron de media 
alrededor de 1 a 2 veces mayores que aquellos con el promotor de CMV. Por otro lado, los niveles de ASM 
generados a partir del promotor de -actina fueron de media alrededor de 3 a 4 veces mayores que aquellos con el 20
promotor de CMV. De este modo, el promotor de rpS21 fue al menos tan activo como el promotor de -actina 
cuando se usa para expresar GAA; sin embargo, mostró menor actividad que el promotor de -actina cuando se usó 
para expresar ASM. Ambos promotores, sin embargo, fueron más activos que el promotor de CMV. 
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La memoria descriptiva se entiende más a conciencia a la luz de las enseñanzas de las referencias citadas en la 
memoria descriptiva. Las realizaciones en la memoria descriptiva proporcionan una ilustración de las realizaciones 
de la invención y no se deberían de interpretar como límite del alcance de la invención. El experto reconoce 
fácilmente que muchas otras realizaciones están englobadas por la invención. La cita de cualesquiera referencias 
aquí no es una admisión de que tales referencias son técnica anterior para la presente invención.5

Excepto que se indique de otro modo, todos los números que expresan cantidades de ingredientes, cultivo celular, 
condiciones de tratamiento, etc., usados en la memoria descriptiva, incluyendo las reivindicaciones, se han de 
entender como modificados en todos los casos por la expresión “alrededor de”. En consecuencia, excepto que se 
indique lo contrario de otro modo, los parámetros numéricos son aproximaciones y pueden variar dependiendo de 
las propiedades deseadas que se buscan obtener por la presente invención. Excepto que se indique de otro modo, 10
la expresión “al menos” que precede a una serie de elementos se ha de entender que se refiere a cada elemento en 
la serie. Los expertos en la técnica reconocerán o serán capaces de averiguar, usando no más allá de la 
experimentación habitual, muchos equivalentes a las realizaciones específicas de la invención descrita aquí. Tales 
equivalentes están destinados a estar englobados por las siguientes reivindicaciones.

LISTADO DE SECUENCIAS15

<110> ESTES, SCOTT

ZHANG, WEIQUN

GENZYME CORP.

<120> NUEVOS PROMOTORES DE LA BETA-ACTINA Y RPS21, Y SUS USOS

<130> 7680.27-30420

<140>

<141>

<150> 60/480,768

<151> 24-06-2003

<160> 4125

<170> PatentIn version 3.2

<210> 1

<211> 3007

<212> ADN

<213> Secuencia artificial30

<220>

<223> promotor de beta-actina aislado de células CHO 

<400> 1
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<210> 2

<211> 2493

<212> ADN

<213> Rattus norvegicus5

<400> 2
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<210> 3

<211> 2953

<212> ADN5

<213> Mus musculus
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<400> 3
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<210> 4

<211> 4164

<212> ADN

<213> Cricetulus griseus5

<400> 4
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<210> 5

<211> 2011

<212> ADN

<213> Homo sapiens5

<400> 5
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<210> 6

<211> 1278

<212> ADN

<213> Gallus gallus5

<400> 6
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<210> 7

<211> 3668

<212> ADN

<213> Secuencia artificial5

<220>

<223> secuencia del promotor de beta-actina más larga de células CHO 

<400> 7
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<210> 8

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial5

<220>

<223> cebador directo para beta-actina

<400> 8

gctctttctt cgccgctcc 19

<210> 910

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador inverso para beta-actina15

<400> 9

accaccctcc agccttccc 19

<210> 10

<211> 20

<212> ADN20

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador directo para EF-1

<400> 10

gaacgcaggt gttgtgaaaa 2025

<210> 11

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>30

<223> cebador inverso para EF-1
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<400> 11

ctcggcagcc tccttct 17

<210> 12

<211> 16

<212> ADN5

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador directo para rps21

<400> 12

gtggacctgt acgtgc 1610

<210> 13

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>15

<223> cebador inverso para rpS21

<400> 13

ttctcacttt tatttatgac 20

<210> 14

<211> 2120

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador directo para ferritina

<400> 1425

cgccagaact accaccagga c 21

<210> 15

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial30

<220>

<223> cebador inverso para ferritina

<400> 15

ttcagagcca catcatcccg 20

<210> 1635

<211> 21

<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador directo para galectina

<400> 16

tggtcgcaag caacctgaat c 215

<210> 17

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>10

<223> cebador inverso para galectina

<400> 17

ttgaagtcac cgtctgccgc 20

<210> 18

<211> 1715

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador directo M13 

<400> 1820

gttttcccag tcacgac 17

<210> 19

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial25

<220>

<223> etiqueta de SAGE de repetición alu 

<400> 19

catggaagca gaat 14

<210> 2030

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> etiqueta de SAGE de cox I mitocondrial35

<400> 20

catgcaggag cttc 14
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<210> 21

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>5

<223> etiqueta de SAGE de proteína ribosómica S21 

<400> 21

catgggggag cgtt 14

<210> 22

<211> 1410

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> etiqueta de SAGE de COX II mitocondrial

<400> 2215

catggtactg acac 14

<210> 23

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial20

<220>

<223> etiqueta de SAGE de GAPDH 

<400> 23

catggcctcc aagg 14

<210> 2425

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> etiqueta de SAGE de ATPasa mitocondrial30

<400> 24

catgataata cgta 14

<210> 25

<211> 14

<212> ADN35

<213> Secuencia artificial

<220>

E04776236
30-06-2015ES 2 541 136 T3

 



33

<223> etiqueta de SAGE de repetición B-1 

<400> 25

catgccttta atcc 14

<210> 26

<211> 145

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> etiqueta de SAGE de citocromo B mitocondrial 

<400> 2610

catgaatcgg aggc 14

<210> 27

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial15

<220>

<223> etiqueta de SAGE de EF-1 

<400> 27

catgaggcag acag 14

<210> 2820

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> etiqueta de SAGE de galectina25

<400> 28

catggcggca gacg 14

<210> 29

<211> 14

<212> ADN30

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> etiqueta de SAGE de repetición Alu 

<400> 29

catggtggct caca 1435

<210> 30

<211> 14

E04776236
30-06-2015ES 2 541 136 T3

 



34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> etiqueta de SAGE de cadena pesada de ferritina

<400> 305

catgttggct gccg 14

<210> 31

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial10

<220>

<223> etiqueta de SAGE desconocida

<400> 31

catgccctgt gccg 14

<210> 3215

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> etiqueta de SAGE de proteína ribosómica L41 20

<400> 32

catgagagcg aagt 14

<210> 33

<211> 14

<212> ADN25

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> etiqueta de SAGE de deshidrogenasa mitocondrial

<400> 33

catgaggagg ccta 1430

<210> 34

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>35

<223> etiqueta de SAGE de beta-actina

<400> 34
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catgccctga gtcc 14

<210> 35

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial5

<220>

<223> cebador directo para amplificar el intrón 1 que contiene el promotor de beta-actina

<400> 35

aggcccagct tgggaccaag acagaa 26

<210> 3610

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador inverso para amplificar el intrón 1 que contiene el promotor de beta-actina15

<400> 36

cgcggatccg gcgaactata tcagggc 27

<210> 37

<211> 1884

<212> ADN20

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ADNc que codifica esfingomielinasa ácida

<400> 37
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<210> 38

<211> 28595

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ADNc que codifica alfa-glucosidasa

<400> 3810
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<210> 39

<211> 1958

<212> ADN

<213> Secuencia artificial5

<220>

<223> promotor de rpS21 de hámster

<400> 39
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<210> 40

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial5

<220>

<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 40

agctctaata cgactcacta tagggc 26

<210> 4110

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripción de la secuencia artificial: cebador sintético15

<400> 41

ctctaggcca gcggagcgca g 21
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REIVINDICACIONES

1. Un promotor de -actina aislado que se escoge de las secuencias nucleotídicas expuestas en SEC ID NOs: 1 ó 3,
o una variante del mismo que tiene actividad promotora, en el que dicha variante es una secuencia nucleotídica que 
tiene al menos 95% de identidad con una secuencia nucleotídica expuesta en SEC ID NO: 1 ó 3 a lo largo de toda la 
longitud de esa secuencia de referencia.5

2. Un promotor aislado según la reivindicación 1, en el que dicho promotor es la secuencia nucleotídica expuesta en 
SEC ID NO:1, o una variante del mismo que tiene actividad promotora, en el que dicha variante es una secuencia 
nucleotídica que tiene al menos 95% de identidad con la secuencia nucleotídica expuesta en SEC ID NO:1 a lo largo 
de toda la longitud de SEC ID NO:1.

3. Un promotor aislado según la reivindicación 2, en el que dicho promotor es una variante de la secuencia 10
nucleotídica expuesta en SEC ID NO:1, y en el que dicha variante es una secuencia nucleotídica que tiene al menos 
97% de identidad con la secuencia nucleotídica expuesta en SEC ID NO:1 a lo largo de toda la longitud de SEC ID 
NO:1.

4. Un promotor aislado según la reivindicación 1, en el que dicho promotor es la secuencia nucleotídica expuesta en 
SEC ID NO:3,o una variante del mismo que tiene actividad promotora, en el que dicha variante es una secuencia 15
nucleotídica que tiene al menos 95% de identidad con la secuencia nucleotídica expuesta en SEC ID NO:3 a lo largo 
de toda la longitud de SEC ID NO:3.

5. Un promotor aislado según la reivindicación 4, en el que dicho promotor es una variante de la secuencia 
nucleotídica expuesta en SEC ID NO:3, y en el que dicha variante es una secuencia nucleotídica que tiene al menos 
97% de identidad con la secuencia nucleotídica expuesta en SEC ID NO:3 a lo largo de toda la longitud de SEC ID 20
NO:3.

6. Un vector que comprende el promotor de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, 4 ó 5.

7. El vector de la reivindicación 6, en el que dicho vector comprende el promotor de la reivindicación 2 o 
reivindicación 3.

8. El vector de la reivindicación 6 o reivindicación 7, en el que dicho promotor está ligado operablemente a un ácido 25
nucleico heterólogo.

9. El vector de la reivindicación 8, en el que dicho ácido nucleico heterólogo codifica una proteína terapéutica.

10. El vector de la reivindicación 9, en el que dicha proteína terapéutica se selecciona del grupo que consiste en 
esfingomielinasa ácida, -glucosidasa, y activador de plasminógeno tisular.

11. Una célula hospedante transfectada con el vector de una cualquiera de las reivindicaciones 6-10.30

12. La célula hospedante de la reivindicación 11, en la que dicha célula hospedante es una célula de ovario de 
hámster chino (CHO).

13. Un método para producir una proteína, en el que dicho método comprende: (a) cultivar una célula hospedante 
transfectada con un vector que comprende un promotor según una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, o 5, en el 
que dicho promotor está ligado operablemente a una molécula de ácido nucleico que codifica dicha proteína; y (b) 35
recuperar dicha proteína.

14. El método de la reivindicación 13, en el que la proteína es un anticuerpo.

15. El método de la reivindicación 14, en el que el anticuerpo se une a un miembro de la familia de TGF-.

16. El método de la reivindicación 13, en el que la proteína es una proteína terapéutica.

17. El método de la reivindicación 16, en el que la proteína terapéutica se selecciona del grupo que consiste en 40
esfingomielinasa ácida, -glucosidasa, y activador de plasminógeno tisular.

18. Un animal transgénico no humano que comprende el vector de una cualquiera de las reivindicaciones 6-10.
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