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DESCRIPCIÓN

Sistema mejorado de expresión de proteína

Campo de la invención

La presente invención se refiere al campo de la ingeniería genética y la biología molecular. En particular, la presente 
invención se refiere a nuevos polinucleótidos de ADN promotores y a su uso como herramienta para la expresión 5
mejorada de proteínas en células huésped, notablemente en Drosophila melanogaster. Además, la presente 
invención se refiere a vectores que contienen el polinucleótido y también al uso de éstos en expresión recombinante 
de polipéptidos, en particular expresión heteróloga de proteínas, tales como enzimas industriales o proteínas para 
uso farmacéutico incluyendo proteínas eucariotas (por ejemplo, de mamífero, tal como humanas, pero también de 
protozoos o helmintos) y virales. La invención es particularmente relevante en el campo de la expresión de proteínas 10
donde el producto expresado se secreta de células huésped recombinantes, especialmente si estas células huésped 
son células de insecto.

Antecedentes de la invención

Los sistemas de producción de proteínas, en que los polipéptidos o proteínas de interés se producen en organismos 
o células recombinantes, son el eje central de la biotecnología comercial. A los primeros sistemas, basados en 15
expresión bacteriana en huéspedes tales como E. coli, se les han unido los sistemas basados en huéspedes 
eucariotas, en particular células de mamífero en cultivo, células de insecto tanto en cultivo como en forma de 
insectos completos, y mamíferos transgénicos tales como ovejas y cabras.

Los sistemas de cultivo de células procariotas son fáciles de mantener y baratos de manejar. Sin embargo, las 
células procariotas no tienen capacidad de modificación post-traduccional de proteínas eucariotas. Además, muchas 20
proteínas se pliegan de forma incorrecta, lo que requiere procedimientos específicos para replegarlas, que aumenta 
los costes de producción.

Se han descrito sistemas de cultivo de células eucariotas para varias aplicaciones. Por ejemplo, las células de 
mamífero tienen capacidad de modificación post-traduccional, y generalmente producen proteínas que se pliegan 
correctamente y sin solubles. Las desventajas principales de los sistemas de células de mamífero incluyen la 25
necesidad de instalaciones de cultivo especializadas y caras, el riesgo de infección, que puede conducir a pérdida 
del cultivo completo, y el riesgo de contaminar el producto final con proteínas de mamífero potencialmente 
peligrosas.

También se usan células de insecto para la expresión de polipéptidos. El sistema de expresión más extendido usado 
en células de insecto se basa en vectores de baculovirus. Un vector de expresión de baculovirus se construye 30
remplazando el gen de la polihedrina de baculovirus, que codifica una proteína estructural principal del baculovirus,
con un gen heterólogo, bajo el control del promotor nativo fuerte de la polihedrina. Las células huésped de insecto 
cultivadas se infectan con el virus recombinante, y la proteína producida de ese modo puede recuperarse de las 
propias células o del medio de cultivo si se emplean señales de secreción adecuadas. Estos sistemas también 
sufren, sin embargo, de problemas asociados con la reproducibilidad del nivel y calidad de expresión, la infección del 35
cultivo, y pueden requerir instalaciones de cultivo especializadas. Además, las reservas de baculovirus, que para la 
producción de ciertas proteínas pueden tener que prepararse en condiciones de GMP, no siembre son estables con 
el paso del tiempo.

Los promotores adecuados usados en células S2 de Drosophila melanogaster para la expresión de proteínas 
también incluyen el promotor pMT y el P2ZOp2F (promotor OPIE2).40

Chung y col. Molecular and Cellular Biology, Vol. 10, Nº 12, 1992 se refiere a la caracterización de elementos 
reguladores positivos y negativos en el promotor distal de Actina5C.

Angelichio y col. Nucleic Acids Research, Vol. 19, Nº 18 5037-5043, 1991 se refiere a una comparación de varios 
promotores y señales de poliadenilación para su uso en expresión de genes heterólogos en células cultivadas de 
Drosophila.45

Un objeto de la presente invención es proporcionar una expresión y/o secreción más eficaz en células huésped, 
notablemente en Drosophila melanogaster. Un objeto adicional es proporcionar polinucleótidos y vectores que 
faciliten esta expresión y secreción eficaces.

Sumario de la invención

En un aspecto amplio, la presente invención se refiere a polinucleótidos de ADN promotores, adecuados para su uso 50
en la expresión heteróloga de un polipéptido de interés. En otro aspecto amplio, la presente invención se refiere a un 
polinucleótido de ADN aislado, un llamado vector de expresión, que comprende dichos polinucleótidos de ADN 
promotores adecuados para la expresión y producción de cantidades relativamente altas de una proteína de interés, 
tal como proteínas terapéuticamente eficaces o enzimas industriales.
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Por tanto, en un primer aspecto, la presente invención se refiere a un polinucleótido de ADN aislado adecuado para 
la expresión heteróloga de un polipéptido de interés en una célula de insecto, comprendiendo dicho polinucleótido de 
ADN

un polinucleótido de ADN promotor que comprende una secuencia funcional de nucleótidos con una identidad 
de secuencia de al menos el 80% con la SEC ID Nº 68, restos 7-586, teniendo dicha secuencia funcional de 5
nucleótidos actividad promotora en una célula S2 de Drosophila, en el que la secuencia comprende una 
secuencia con una identidad de secuencia de al menos el 80% con la SEC ID Nº 37 y con actividad promotora 
en una célula S2 de Drosophila.

En un segundo aspecto, la presente invención se refiere a una célula que comprende el polinucleótido aislado de la 
invención.10

En un aspecto adicional, la presente invención se refiere a un procedimiento para la producción de un polipéptido de 
interés codificado por un polinucleótido, comprendiendo el procedimiento las etapas de

(a) obtener una secuencia polinucleotídica que codifica el polipéptido de interés;

(b) insertar la secuencia polinucleotídica que codifica el polipéptido de interés en el polinucleótido aislado de la 
invención.15

(c) transformar una célula huésped con el polinucleótido obtenido en la etapa (b);

(d) permitir la expresión del polinucleótido obtenido en la etapa (b) para producir el polipéptido; y (e) obtener el 
polipéptido a partir de la misma.

Breve descripción de las figuras

Fig. 1: Nivel normalizado de expresión de proteínas en comparación con el promotor pOPIE2 en el vector 20
p2ZOP2F para diferentes transfecciones de un promotor Actin5C mutante para transformaciones estables y 
transitorias. (b)..(d) se refiere a transfecciones diferentes usando el plásmido pHP11 que contiene el promotor 
de Actina5C mutante.

Fig. 2: Nivel de expresión del promotor de HSP70 de longitud completa y truncado durante la expresión 
transitoria. Se usó pOPIE2 como control en el experimento.25

Fig. 3: Nivel de producción de RANKL para líneas celulares estables usando seis diferentes promotores para 
dirigir la expresión de proteínas. Éstos incluyen tres versiones del promotor de Actina5C mutado (el promotor 
de longitud completa, (2) una versión truncada (vector pHP17) y (3) la versión de truncamiento más corta de 
612 pb), dos versiones del promotor de HSP70 (el promotor de HSP70 truncado y el promotor central de 
HSP70) y el promotor pOPIE2 como control.30

Fig. 4: Niveles normalizados de expresión conseguidos durante la transfección transitoria. Éstos incluyen tres 
versiones del promotor de Actina5C mutado (el promotor de longitud completa, (2) una versión truncada (vector 
pHP17) y (3) la versión de truncamiento más corta de 612 pb), el promotor de HSP70 truncado y el promotor 
pOPIE2 como control.

Fig. 5: Niveles de expresión en transfección transitoria de pOPIE2 y los promotores central de Actina5C y 35
central de HSP70.

La Fig. 6 ilustra un vector adecuado, el vector pHP15c_su(hw), de acuerdo con la invención

La Fig. 7 ilustra un vector adecuado, el vector pHP15c, de acuerdo con la invención.

Fig. 8: Comparación de los niveles de expresión del promotor híbrido central de Actina-HSP70 y el promotor 
truncado de Actina 5c (llamado Promotor p1_var 2 en el gráfico). Experimentos duplicados de expresión 40
transitoria. (Véase la tabla A3 para los datos sin procesar).

Fig. 9: Efecto de añadir el intrón o dos regiones de unión a matriz flanqueantes al vector pHP34s-híbrido. Los 
experimentos se realizaron como experimentos triplicados en matraz de agitación usando líneas celulares 
policlonales estables preparadas a partir de transfecciones triplicadas independientes. (Véase la tabla A2 para 
los datos sin procesar).45

Fig. 10: Mapas de vector.

(A) Mapa de vector para el vector pHP34s-híbrido que contiene una región codificante de RANKL.

(B) El vector pHP34s original que contiene el promotor truncado de actina 5c. El promotor híbrido consiste 
en la parte cadena arriba del promotor truncado de actina 5c (menos el promotor central de Actina 5c), y 
el promotor central de HSP70.50
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Fig. 11: Mapa de vector para pHP34s-híbrido-hSAR-FR que contiene RANKL. Las regiones de unión a matriz 
hSAR o HSP70 se insertaron en orientación directa o inversa, flanqueando el casete de expresión. Los 
elementos hSAR también se insertaron en las mismas posiciones en las otras tres posibles orientaciones 
(inversa - inversa; inversa - directa, directa - directa).

Fig. 12: Mapa de vector para pHP34s-híbrido.i que contiene una secuencia codificante para la proteína RANKL. 5
La "i" indica la inserción de un intrón cadena arriba del codón de inicio ATG. El intrón se indica como "intrn" en 
el mapa de vector.

Fig. 13: Nivel de expresión de RANKL de pHP34s-híbrido (llamado: híbrido) y pHP34s-híbrido.i (que contiene el 
intrón, llamado: Híbrido_ARN+), en comparación con dos vectores disponibles en el mercado. (Véase la tabla 
A1 para los datos RAW).10

Fig. 14: pHP34s-híbrido con LIC posibilitado para la expresión extracelular con marca His C-terminal usando la 
secuencia señal BIP. El gen SacB confiere sensibilidad a sacarosa a células de E. coli. El gen SacB debe 
retirarse durante la clonación LIC por digestión de restricción y remplazarse con el gen de interés. Si el gen 
SacB no se remplaza, actuará como marcador de contra-selección para eliminar las colonias de fondo 
(incorrectas). Los sitios LIC se indican como 5’ LIC y LIC3- CTHF. Este vector particular tiene la secuencia 15
expuesta en la SEC ID Nº 69. Las SEC ID Nº 69-73 muestran vectores similares donde está posibilitada la 
marca His N- o C- terminal con o sin un sitio de proteasa TEV, para permitir la expresión intra- o extracelular.

Descripción detallada de la invención

Como ha analizado anteriormente, los inventores de la presente invención han encontrado promotores altamente 
eficaces particulares así como elementos reguladores y su combinación adecuada para la expresión de alto nivel de 20
proteínas heterólogas en células de insecto.

Una "expresión heteróloga" como se usa en el presente documento se refiere a la expresión de un polipéptido no 
expresado y secretado normalmente por la célula huésped usada para expresar ese polipéptido particular. La 
expresión "polinucleótido de ADN promotor" como se usa en el presente documento significa una secuencia de 
nucleótidos que proporciona a una célula las secuencias reguladoras para la expresión de una secuencia codificante 25
unida de forma funcional a la misma. En general, una secuencia codificante está localizada 3’ a una secuencia 
promotora. El polinucleótido de ADN promotor puede consistir en elementos proximales y más distales cadena arriba 
así como otros fragmentos o elementos funcionales, a menudo mencionados los últimos elementos como 
potenciadores.

Como se usa en el presente documento la expresiones "fragmento funcional", "elementos" y "potenciadores" se 30
refieren a secuencias de ADN y partes del promotor, que pueden estimular la actividad promotora y pueden ser un 
elemento innato del promotor o un elemento heterólogo insertado para potenciar el nivel o especificidad tisular de un
promotor. Los especialistas en la técnica entenderán que diferentes promotores pueden dirigir la expresión de un 
gen en diferentes tejidos o tipos celulares, o en diferentes fases del desarrollo, o en respuesta a diferentes 
condiciones ambientales. Un promotor no regulado que permite la transcripción continua de su gen asociado a 35
menudo se menciona como "promotor constitutivo".

Salvo que se indique de otro modo la expresión "identidad de secuencia" para ácidos nucleicos, como se usa en el 
presente documento, se refiere a la identidad de secuencia calculada como (nref - ndif)·100/nref, en la que ndif es la 
cantidad total de restos no idénticos en las dos secuencias cuando se alinean y en la que nref es la cantidad de 
restos en una de las secuencias. Por tanto, la secuencia de ADN agtcagtc tendrá una identidad de secuencia del 40
75% con la secuencia aatcaatc (ndif=2 y nref=8).

En algunas realizaciones, la identidad de secuencia se determina por procedimientos convencionales, por ejemplo, 
Smith y Waterman, 1981, Adv. Appl. Math. 2:482, por el procedimiento de búsqueda de similitud de Pearson y 
Lipman, 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444, usando el algoritmo CLUSTAL W de Thompson y col., 1994, 
Nucleic Acids Res 22:467380, por implementaciones informáticas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA, y 45
TFASTA en el Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Computer Group). También puede usarse el 
algoritmo BLAST (Altschul y col., 1990, Mol. Biol. 215:403-10) para el cual puede obtenerse el software a través del
National Center for Biotechnology Information www.ncbi.nlm.nih.gov/). Cuando se usa cualquiera de los algoritmos 
mencionados anteriormente, se usan los parámetros por defecto para longitud de "ventana", penalización por hueco, 
etc.50

Una "secuencia quimérica de nucleótidos" como se usa en el presente documento se refiere a una secuencia de 
nucleótidos que consiste en una primera secuencia de nucleótidos obtenida de una primera secuencia original de 
nucleótidos fusionada con una segunda secuencia de nucleótidos obtenida de una segunda secuencia original de 
nucleótidos, en que la primera y segunda secuencias originales no están fusionadas normalmente entre sí en la 
misma secuencia.55

Cuando se indica que un primer polinucleótido muestra un "nivel de expresión de proteínas" mejorado/mayor en 
comparación con un segundo polinucleótido, en el presente documento se entiende que el primer polinucleótido 
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proporciona una cantidad mayor de producto de expresión proteica recuperable que el segundo polinucleótido 
cuando se transforma o cultiva una célula de referencia (típicamente una célula de insecto, tal como una célula S2 
de Drosophila) con los polinucleótidos para obtener la expresión de los polinucleótidos en condiciones idénticas.

Una "célula S2" se refiere a una célula de la línea celular embrionaria Schneider-2 de Drosophila melanogaster, que 
está disponible, i.a. en DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Inhoffenstraße 7 5
B, 38124 Braunschweig, Alemania con el número de depósito DSMZ ACC 130 y en la American Type Culture 
Collection (ATCC), P.O. Box 1549, Manassas, VA 20108, EEUU, con el número de depósito CRL-1963.

En algunas realizaciones el polinucleótido de ADN promotor de acuerdo con la invención comprende una secuencia 
seleccionada entre el grupo que consiste en:

una secuencia de nucleótidos de la SEC ID Nº 37, o SEC ID Nº 68 con o sin secuencias flanqueantes de sitio 10
de restricción en cualquiera de los extremos.

En algunas realizaciones el polinucleótido de ADN promotor comprende una secuencia de nucleótidos de la SEC ID 
Nº 37. En algunas realizaciones el polinucleótido de ADN promotor comprende una secuencia de nucleótidos de la 
SEC ID Nº 68, que carece opcionalmente de los restos 1 o 1-2 o 1-3 o 1-4 o 1-5 o 1-6 y/o que carece opcionalmente 
de los restos 587-592 o 588-592 o 589-592 o 590-592 o 591-592 o 592.15

En algunas realizaciones el polinucleótido de ADN promotor de acuerdo con la invención comprende una secuencia 
funcional de nucleótidos con una identidad de secuencia de al menos el 80% con una secuencia cualquiera de la 
SEC ID Nº 3, SEC ID Nº 4, SEC ID Nº 5, SEC ID Nº 6, SEC ID Nº 33, SEC ID Nº 36, SEC ID Nº 37 o SEC ID Nº 68 
teniendo dicha secuencia funcional de nucleótidos actividad promotora en una célula S2 de Drosophila.

En algunas realizaciones el polinucleótido de ADN promotor de acuerdo con la invención comprende una secuencia 20
con una identidad de secuencia de al menos el 80% con la secuencia de la SEC ID Nº 37. En algunas realizaciones 
el polinucleótido de ADN promotor de acuerdo con la invención comprende una secuencia con una identidad de 
secuencia de al menos el 80% con la secuencia de la SEC ID Nº 68. En realizaciones específicas, la identidad de 
secuencia en cada uno de estos casos es de al menos el 85%, tal como de al menos el 90%, tal como de al menos 
el 95%, tal como de al menos el 98%.25

En el presente documento se desvela un polinucleótido de ADN promotor que comprende un fragmento funcional de 
al menos 80 nucleótidos contiguos de una secuencia cualquiera de la SEC ID Nº 3, SEC ID Nº 4, SEC ID Nº 5, SEC 
ID Nº 6, SEC ID Nº 33, SEC ID Nº 36, SEC ID Nº 37, o SEC ID Nº 68.

En el presente documento se desvela un polinucleótido de ADN promotor que comprende un fragmento funcional de 
al menos 80 nucleótidos contiguos de una secuencia cualquiera de la SEC ID Nº 3, SEC ID Nº 4, SEC ID Nº 5, SEC 30
ID Nº 6, SEC ID Nº 33, SEC ID Nº 36, o SEC ID Nº 37, o SEC ID Nº 68 teniendo dicho fragmento funcional actividad 
promotora en una célula S2 de Drosophila.

El polinucleótido de ADN promotor de acuerdo con la invención se define en las reivindicaciones adjuntas.

En algunas realizaciones el polinucleótido de ADN promotor de acuerdo con la invención comprende un fragmento 
funcional de al menos 80 nucleótidos contiguos de la secuencia de la SEC ID Nº 3. En algunas realizaciones el 35
polinucleótido de ADN promotor de acuerdo con la invención comprende un fragmento funcional de al menos 80 
nucleótidos contiguos de la secuencia de la SEC ID Nº 4. En algunas realizaciones el polinucleótido de ADN 
promotor de acuerdo con la invención comprende un fragmento funcional de al menos 80 nucleótidos contiguos de la 
secuencia de la SEC ID Nº 5. En algunas realizaciones el polinucleótido de ADN promotor de acuerdo con la 
invención comprende un fragmento funcional de al menos 80 nucleótidos contiguos de la secuencia de la SEC ID Nº 40
6. En algunas realizaciones el polinucleótido de ADN promotor de acuerdo con la invención comprende un fragmento 
funcional de al menos 80 nucleótidos contiguos de la secuencia de la SEC ID Nº 33. En algunas realizaciones el 
polinucleótido de ADN promotor de acuerdo con la invención comprende un fragmento funcional de al menos 80 
nucleótidos contiguos de la secuencia de la SEC ID Nº 68.

En el presente documento se desvela un polinucleótido de ADN promotor que comprende una secuencia con una 45
identidad de secuencia de al menos el 80% con el fragmento funcional de al menos 80 nucleótidos contiguos de una 
secuencia cualquiera de la SEC ID Nº 3, SEC ID Nº 4, SEC ID Nº 5, SEC ID Nº 6, SEC ID Nº 33, SEC ID Nº 36, SEC 
ID Nº 37 o SEC ID Nº 68.

En el presente documento se desvela un polinucleótido de ADN promotor que comprende una secuencia funcional 
de nucleótidos con una identidad de secuencia de al menos el 80% con dicho fragmento funcional de al menos 6 50
nucleótidos contiguos de una secuencia cualquiera de la SEC ID Nº 3, SEC ID Nº 4, SEC ID Nº 5, SEC ID Nº 6, SEC 
ID Nº 33, SEC ID Nº 36, SEC ID Nº 37 o SEC ID Nº 68, teniendo dicha secuencia funcional de nucleótidos actividad 
promotora en una célula S2 de Drosophila.

En algunas realizaciones el polinucleótido de ADN promotor de acuerdo con la invención comprende una secuencia 
con una identidad de secuencia de al menos el 80% con el fragmento funcional de al menos 80 nucleótidos 55
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contiguos de la secuencia de la SEC ID Nº 3. En algunas realizaciones el polinucleótido de ADN promotor de 
acuerdo con la invención comprende una secuencia con una identidad de secuencia de al menos el 80% con el 
fragmento funcional de al menos 80 nucleótidos contiguos de la secuencia de la SEC ID Nº 4. En algunas 
realizaciones el polinucleótido de ADN promotor de acuerdo con la invención comprende una secuencia con una 
identidad de secuencia de al menos el 80% con el fragmento funcional de al menos 80 nucleótidos contiguos de la5
secuencia de la SEC ID Nº 5. En algunas realizaciones el polinucleótido de ADN promotor de acuerdo con la 
invención comprende una secuencia con una identidad de secuencia de al menos el 80% con el fragmento funcional 
de al menos 80 nucleótidos contiguos de la secuencia de la SEC ID Nº 6. En algunas realizaciones el polinucleótido 
de ADN promotor de acuerdo con la invención comprende una secuencia con una identidad de secuencia de al 
menos el 80% con el fragmento funcional de al menos 80 nucleótidos contiguos de la secuencia de la SEC ID Nº 33. 10
En algunas realizaciones el polinucleótido de ADN promotor de acuerdo con la invención comprende una secuencia 
con una identidad de secuencia de al menos el 80% con el fragmento funcional de al menos 80 nucleótidos 
contiguos de la secuencia de la SEC ID Nº 37. En algunas realizaciones el polinucleótido de ADN promotor de 
acuerdo con la invención comprende una secuencia con una identidad de secuencia de al menos el 80% con el 
fragmento funcional de al menos 80 nucleótidos contiguos de la secuencia de la SEC ID Nº 68.15

En el presente documento se desvela un polinucleótido de ADN promotor que comprende una secuencia quimérica 
que comprende dos o más secuencias seleccionadas entre el siguiente grupo

una secuencia de nucleótidos de la SEC ID Nº 3, SEC ID Nº 4, SEC ID Nº 5, SEC ID Nº 6, SEC ID Nº 33, SEC ID Nº 
36, o SEC ID Nº 37;

una secuencia con una identidad de secuencia de al menos el 80% con una secuencia cualquiera de la SEC ID Nº 3, 20
SEC ID Nº 4, SEC ID Nº 5, SEC ID Nº 6, SEC ID Nº 33, SEC ID Nº 36, o SEC ID Nº 37;

un fragmento funcional de al menos 80 nucleótidos contiguos de una secuencia cualquiera de la SEC ID Nº 1, SEC 
ID Nº 2, SEC ID Nº 3, SEC ID Nº 4, SEC ID Nº 5, SEC ID Nº 6, SEC ID Nº 33, SEC ID Nº 36, o SEC ID Nº 37;

una secuencia con una identidad de secuencia de al menos el 80% con un fragmento funcional de al menos 80 
nucleótidos contiguos de una secuencia cualquiera de la SEC ID Nº 1, SEC ID Nº 2, SEC ID Nº 3, SEC ID Nº 4, SEC 25
ID Nº 5, SEC ID Nº 6, SEC ID Nº 33, SEC ID Nº 36, o SEC ID Nº 37.

Un ejemplo de dicha secuencia quimérica es la secuencia promotora híbrida expuesta en la SEC ID Nº 68.

En el presente documento se desvela un polinucleótido de ADN promotor que comprende una secuencia quimérica 
de nucleótidos que comprende dos o más secuencias seleccionadas entre

(i) una secuencia de nucleótidos de la SEC ID Nº 1, SEC ID Nº 2, SEC ID Nº 3, SEC ID Nº 4, SEC ID Nº 5, 30
SEC ID Nº 6, SEC ID Nº 33, SEC ID Nº 36, o SEC ID Nº 37;

(ii) una secuencia funcional de nucleótidos con una identidad de secuencia de al menos el 80% con una 
secuencia cualquiera de (i) y que tiene actividad promotora en una célula S2 de Drosophila;

(iii) un nucleótido que es un fragmento funcional de al menos 80 nucleótidos contiguos de una secuencia 
cualquiera de (i) o (ii), teniendo dicho fragmento funcional actividad promotora en una célula S2 de Drosophila; 35
y

(iv) una secuencia funcional de nucleótidos con una identidad de secuencia de al menos el 80% con dicho 
fragmento funcional de (iii) y que tiene actividad promotora en una célula S2 de Drosophila.

El polinucleótido de ADN promotor puede comprender una secuencia quimérica de nucleótidos como se define en 
(vi) anterior.40

En algunos aspectos el fragmento funcional de al menos 80 nucleótidos contiguos es de al menos 81, tal como al 
menos 82, tal como al menos 83, tal como al menos 84, tal como al menos 85, tal como al menos 86, tal como al 
menos 87, tal como al menos 88, tal como al menos 89, tal como al menos 90, tal como al menos 91, tal como al 
menos 92, tal como al menos 93, tal como al menos 94, tal como al menos 95, tal como al menos 96, tal como al 
menos 97, tal como al menos 98, tal como al menos 99, tal como al menos 100, tal como al menos 101, tal como al 45
menos 102, tal como al menos 103, tal como al menos 104, tal como al menos 105, tal como al menos 106, tal como 
al menos 107, tal como al menos 108, tal como al menos 109, tal como al menos 110, tal como al menos 111, tal 
como al menos 112, tal como al menos 113, tal como al menos 114, tal como al menos 115, tal como al menos 116, 
tal como al menos 117, tal como al menos 118, tal como al menos 119, tal como al menos 120, tal como al menos 
121, tal como al menos 122, tal como al menos 123, tal como al menos 124, tal como al menos 125, tal como al 50
menos 126, tal como al menos 127, tal como al menos 128, tal como al menos 129, tal como al menos 130, tal como 
al menos 131, tal como al menos 132, tal como al menos 133, tal como al menos 134, tal como al menos 135, tal 
como al menos 136, tal como al menos 137, tal como al menos 138, tal como al menos 139, tal como al menos 140, 
tal como al menos 141, tal como al menos 142, tal como al menos 143, tal como al menos 144, tal como al menos 
145, tal como al menos 146, tal como al menos 147, tal como al menos 148, tal como al menos 149, tal como al 55
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menos 150, tal como al menos 151, tal como al menos 152, tal como al menos 153, tal como al menos 154, tal como 
al menos 155, tal como al menos 156, tal como al menos 157, tal como al menos 158, tal como al menos 159, tal 
como al menos 160, tal como al menos 161, tal como al menos 162, tal como al menos 163, tal como al menos 164, 
tal como al menos 165, tal como al menos 166, tal como al menos 167, tal como al menos 168, tal como al menos 
169, tal como al menos 170, tal como al menos 171, tal como al menos 172, tal como al menos 173, tal como al 5
menos 174, tal como al menos 175, tal como al menos 176, tal como al menos 177, tal como al menos 178, tal como 
al menos 179, tal como al menos 180, tal como al menos 181, tal como al menos 182, tal como al menos 183, tal 
como al menos 184, tal como al menos 185, tal como al menos 186, tal como al menos 187, tal como al menos 188, 
tal como al menos 189, tal como al menos 190, tal como al menos 191, tal como al menos 192, tal como al menos 
193, tal como al menos 194, tal como al menos 195, tal como al menos 196, tal como al menos 197, tal como al 10
menos 198, tal como al menos 199, tal como al menos 200, tal como al menos 201, tal como al menos 202, tal como 
al menos 203, tal como al menos 204, tal como al menos 205, tal como al menos 206, tal como al menos 207, tal 
como al menos 208, tal como al menos 209, tal como al menos 210, tal como al menos 211, tal como al menos 212, 
tal como al menos 213, tal como al menos 214, tal como al menos 215, tal como al menos 216, tal como al menos 
217, tal como al menos 218, tal como al menos 219, tal como al menos 220, tal como al menos 221, tal como al 15
menos 222, tal como al menos 223, tal como al menos 224, tal como al menos 225, tal como al menos 226, tal como 
al menos 227, tal como al menos 228, tal como al menos 229, tal como al menos 230, tal como al menos 231, tal 
como al menos 232, tal como al menos 233, tal como al menos 234, tal como al menos 235, tal como al menos 236, 
tal como al menos 237, tal como al menos 238, tal como al menos 239, tal como al menos 240, tal como al menos 
241, tal como al menos 242, tal como al menos 243, tal como al menos 244, tal como al menos 245, tal como al 20
menos 246, tal como al menos 247, tal como al menos 248, tal como al menos 249, tal como al menos 250, tal como 
al menos 251, tal como al menos 252, tal como al menos 253, tal como al menos 254, tal como al menos 255, tal 
como al menos 256, tal como al menos 257, tal como al menos 258, tal como al menos 259, tal como al menos 260, 
tal como al menos 261, tal como al menos 262, tal como al menos 263, tal como al menos 264, tal como al menos 
265, tal como al menos 266, tal como al menos 267, tal como al menos 268, tal como al menos 269, tal como al 25
menos 270, tal como al menos 271, tal como al menos 272,, tal como al menos 273, tal como al menos 274, tal 
como al menos 275, tal como al menos 276, tal como al menos 277, tal como al menos 278, tal como al menos 279, 
tal como al menos 280, tal como al menos 281, tal como al menos 282, tal como al menos 283, tal como al menos 
284, tal como al menos 285, tal como al menos 286, tal como al menos 287, tal como al menos 288, tal como al 
menos 289, tal como al menos 290, tal como al menos 291, tal como al menos 292, tal como al menos 293, tal como 30
al menos 294, tal como al menos 295, tal como al menos 296, tal como al menos 297, tal como al menos 298, tal 
como al menos 299, tal como al menos 300, tal como al menos 301, tal como al menos 302, tal como al menos 303, 
tal como al menos 304, tal como al menos 305, tal como al menos 306, tal como al menos 307, tal como al menos 
308, tal como al menos 309, tal como al menos 310, tal como al menos 311, tal como al menos 312, tal como al 
menos 313, tal como al menos 314, tal como al menos 315, tal como al menos 316, tal como al menos 317, tal como 35
al menos 318, tal como al menos 319, tal como al menos 320, tal como al menos 321, tal como al menos 322, tal 
como al menos 323, tal como al menos 324, tal como al menos 325, tal como al menos 326, tal como al menos 327, 
tal como al menos 328, tal como al menos 329, tal como al menos 330, tal como al menos 331, tal como al menos 
332, tal como al menos 333, tal como al menos 334, tal como al menos 335, tal como al menos 336, tal como al 
menos 337, tal como al menos 338, tal como al menos 339, tal como al menos 340, tal como al menos 341, tal como 40
al menos 342, tal como al menos 343, tal como al menos 344, tal como al menos 345, tal como al menos 346, tal 
como al menos 347, tal como al menos 348, tal como al menos 349, tal como al menos 350, tal como al menos 351, 
tal como al menos 352, tal como al menos 353, tal como al menos 354, tal como al menos 355, tal como al menos 
356, tal como al menos 357, tal como al menos 358, tal como al menos 359, tal como al menos 360, tal como al 
menos 361, tal como al menos 362, tal como al menos 363, tal como al menos 364, tal como al menos 365, tal como 45
al menos 366, tal como al menos 367, tal como al menos 368, tal como al menos 369, tal como al menos 370, tal 
como al menos 371, tal como al menos 372, tal como al menos 373, tal como al menos 374, tal como al menos 375, 
tal como al menos 376, tal como al menos 377, tal como al menos 378, tal como al menos 379, tal como al menos 
380, tal como al menos 381, tal como al menos 382, tal como al menos 383, tal como al menos 384, tal como al 
menos 385, tal como al menos 386, tal como al menos 387, tal como al menos 388, tal como al menos 389, tal como 50
al menos 390, tal como al menos 391, tal como al menos 392, tal como al menos 393, tal como al menos 394, tal 
como al menos 395, tal como al menos 396, tal como al menos 397, tal como al menos 398, tal como al menos 399, 
tal como al menos 400, tal como al menos 401, tal como al menos 402, tal como al menos 403, tal como al menos 
404, tal como al menos 405, tal como al menos 406, tal como al menos 407, tal como al menos 408, tal como al 
menos 409, tal como al menos 410, tal como al menos 411, tal como al menos 412, tal como al menos 413, tal como 55
al menos 414, tal como al menos 415, tal como al menos 416, tal como al menos 417, tal como al menos 418, tal 
como al menos 419, tal como al menos 420, tal como al menos 421, tal como al menos 422, tal como al menos 423, 
tal como al menos 424, tal como al menos 425, tal como al menos 426, tal como al menos 427, tal como al menos 
428, tal como al menos 429, tal como al menos 430, tal como al menos 431, tal como al menos 432, tal como al 
menos 433, tal como al menos 434, tal como al menos 435, tal como al menos 436, tal como al menos 437, tal como 60
al menos 438, tal como al menos 439, tal como al menos 440, tal como al menos 441, tal como al menos 442, tal 
como al menos 443, tal como al menos 444, tal como al menos 445, tal como al menos 446, tal como al menos 447, 
tal como al menos 448, tal como al menos 449, tal como al menos 450, tal como al menos 451, tal como al menos 
452, tal como al menos 453, tal como al menos 454, tal como al menos 455, tal como al menos 456, tal como al 
menos 457, tal como al menos 458, tal como al menos 459, tal como al menos 460, tal como al menos 461, tal como 65
al menos 462, tal como al menos 463, tal como al menos 464, tal como al menos 465, tal como al menos 466, tal 
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como al menos 467, tal como al menos 468, tal como al menos 469, tal como al menos 470, tal como al menos 471, 
tal como al menos 472, tal como al menos 473, tal como al menos 474, tal como al menos 475, tal como al menos 
476, tal como al menos 477, tal como al menos 478, tal como al menos 479, tal como al menos 480, tal como al 
menos 481, tal como al menos 482, tal como al menos 483, tal como al menos 484, tal como al menos 485, tal como 
al menos 486, tal como al menos 487, tal como al menos 488, tal como al menos 489, tal como al menos 490, tal 5
como al menos 491, tal como al menos 492, tal como al menos 493, tal como al menos 494, tal como al menos 495, 
tal como al menos 496, tal como al menos 497, tal como al menos 498, tal como al menos 499, tal como al menos 
500, tal como al menos 501, tal como al menos 502, tal como al menos 503, tal como al menos 504, tal como al 
menos 505, tal como al menos 506, tal como al menos 507, tal como al menos 508, tal como al menos 509, tal como 
al menos 510, tal como al menos 511, tal como al menos 512, tal como al menos 513, tal como al menos 514, tal 10
como al menos 515, tal como al menos 516, tal como al menos 517, tal como al menos 518, tal como al menos 519, 
tal como al menos 520, tal como al menos 521, tal como al menos 522, tal como al menos 523, tal como al menos 
524, tal como al menos 525, tal como al menos 526, tal como al menos 527, tal como al menos 528, tal como al 
menos 529, tal como al menos 530, tal como al menos 531, tal como al menos 532, tal como al menos 533, tal como 
al menos 534, tal como al menos 535, tal como al menos 536, tal como al menos 537, tal como al menos 538, tal 15
como al menos 539, tal como al menos 540, tal como al menos 541, tal como al menos 542, tal como al menos 543, 
tal como al menos 544, tal como al menos 545, tal como al menos 546, tal como al menos 547, tal como al menos 
548, tal como al menos 549, tal como al menos 550, tal como al menos 551, tal como al menos 552, tal como al 
menos 553, tal como al menos 554, tal como al menos 555, tal como al menos 556, tal como al menos 557, tal como 
al menos 558, tal como al menos 559, tal como al menos 560, tal como al menos 561, tal como al menos 562, tal 20
como al menos 563, tal como al menos 564, tal como al menos 565, tal como al menos 566, tal como al menos 567, 
tal como al menos 568, tal como al menos 569, tal como al menos 570, tal como al menos 571, tal como al menos 
572, tal como al menos 573, tal como al menos 574, tal como al menos 575, tal como al menos 576, tal como al 
menos 577, tal como al menos 578, tal como al menos 579, tal como al menos 580, tal como al menos 581, tal como 
al menos 582, tal como al menos 583, tal como al menos 584, tal como al menos 585, tal como al menos 586, tal 25
como al menos 587, tal como al menos 588, tal como al menos 589, tal como al menos 590, tal como al menos 591 
nucleótidos contiguos.

En algunos aspectos el fragmento funcional de al menos nucleótidos contiguos es de no más de 999 nucleótidos 
contiguos, tal como no más de 998, tal como no más de 997, tal como no más de 996, tal como no más de 995, tal 
como no más de 994, tal como no más de 993, tal como no más de 992, tal como no más de 991, tal como no más 30
de 990, tal como no más de 989, tal como no más de 988, tal como no más de 987, tal como no más de 986, tal 
como no más de 985, tal como no más de 984, tal como no más de 983, tal como no más de 982, tal como no más 
de 981, tal como no más de 980, tal como no más de 979, tal como no más de 978, tal como no más de 977, tal 
como no más de 976, tal como no más de 975, tal como no más de 974, tal como no más de 973, tal como no más 
de 972, tal como no más de 971, tal como no más de 970, tal como no más de 969, tal como no más de 968, tal 35
como no más de 967, tal como no más de 966, tal como no más de 965, tal como no más de 964, tal como no más 
de 963, tal como no más de 962, tal como no más de 961, tal como no más de 960, tal como no más de 959, tal 
como no más de 958, tal como no más de 957, tal como no más de 956, tal como no más de 955, tal como no más 
de 954, tal como no más de 953, tal como no más de 952, tal como no más de 951, tal como no más de 950, tal 
como no más de 949, tal como no más de 948, tal como no más de 947, tal como no más de 946, tal como no más 40
de 945, tal como no más de 944, tal como no más de 943, tal como no más de 942, tal como no más de 941, tal 
como no más de 940, tal como no más de 939, tal como no más de 938, tal como no más de 937, tal como no más 
de 936, tal como no más de 935, tal como no más de 934, tal como no más de 933, tal como no más de 932, tal 
como no más de 931, tal como no más de 930, tal como no más de 929, tal como no más de 928, tal como no más 
de 927, tal como no más de 926, tal como no más de 925, tal como no más de 924, tal como no más de 923, tal 45
como no más de 922, tal como no más de 921, tal como no más de 920, tal como no más de 919, tal como no más 
de 918, tal como no más de 917, tal como no más de 916, tal como no más de 915, tal como no más de 914, tal 
como no más de 913, tal como no más de 912, tal como no más de 911, tal como no más de 910, tal como no más 
de 909, tal como no más de 908, tal como no más de 907, tal como no más de 906, tal como no más de 905, tal 
como no más de 904, tal como no más de 903, tal como no más de 902, tal como no más de 901, tal como no más 50
de 900, tal como no más de 899, tal como no más de 898, tal como no más de 897, tal como no más de 896, tal 
como no más de 895, tal como no más de 894, tal como no más de 893, tal como no más de 892, tal como no más 
de 891, tal como no más de 890, tal como no más de 889, tal como no más de 888, tal como no más de 887, tal 
como no más de 886, tal como no más de 885, tal como no más de 884, tal como no más de 883, tal como no más 
de 882, tal como no más de 881, tal como no más de 880, tal como no más de 879, tal como no más de 878, tal 55
como no más de 877, tal como no más de 876, tal como no más de 875, tal como no más de 874, tal como no más 
de 873, tal como no más de 872, tal como no más de 871, tal como no más de 870, tal como no más de 869, tal 
como no más de 868, tal como no más de 867, tal como no más de 866, tal como no más de 865, tal como no más 
de 864, tal como no más de 863, tal como no más de 862, tal como no más de 861, tal como no más de 860, tal 
como no más de 859, tal como no más de 858, tal como no más de 857, tal como no más de 856, tal como no más 60
de 855, tal como no más de 854, tal como no más de 853, tal como no más de 852, tal como no más de 851, tal 
como no más de 850, tal como no más de 849, tal como no más de 848, tal como no más de 847, tal como no más 
de 846, tal como no más de 845, tal como no más de 844, tal como no más de 843, tal como no más de 842, tal 
como no más de 841, tal como no más de 840, tal como no más de 839, tal como no más de 838, tal como no más 
de 837, tal como no más de 836, tal como no más de 835, tal como no más de 834, tal como no más de 833, tal 65
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como no más de 832, tal como no más de 831, tal como no más de 830, tal como no más de 829, tal como no más 
de 828, tal como no más de 827, tal como no más de 826, tal como no más de 825, tal como no más de 824, tal 
como no más de 823, tal como no más de 822, tal como no más de 821, tal como no más de 820, tal como no más 
de 819, tal como no más de 818, tal como no más de 817, tal como no más de 816, tal como no más de 815, tal 
como no más de 814, tal como no más de 813, tal como no más de 812, tal como no más de 811, tal como no más 5
de 810, tal como no más de 809, tal como no más de 808, tal como no más de 807, tal como no más de 806, tal 
como no más de 805, tal como no más de 804, tal como no más de 803, tal como no más de 802, tal como no más 
de 801, tal como no más de 800, tal como no más de 799, tal como no más de 798, tal como no más de 797, tal 
como no más de 796, tal como no más de 795, tal como no más de 794, tal como no más de 793, tal como no más 
de 792, tal como no más de 791, tal como no más de 790, tal como no más de 789, tal como no más de 788, tal 10
como no más de 787, tal como no más de 786, tal como no más de 785, tal como no más de 784, tal como no más 
de 783, tal como no más de 782, tal como no más de 781, tal como no más de 780, tal como no más de 779, tal 
como no más de 778, tal como no más de 777, tal como no más de 776, tal como no más de 775, tal como no más 
de 774, tal como no más de 773, tal como no más de 772, tal como no más de 771, tal como no más de 770, tal 
como no más de 769, tal como no más de 768, tal como no más de 767, tal como no más de 766, tal como no más 15
de 765, tal como no más de 764, tal como no más de 763, tal como no más de 762, tal como no más de 761, tal 
como no más de 760, tal como no más de 759, tal como no más de 758, tal como no más de 757, tal como no más 
de 756, tal como no más de 755, tal como no más de 754, tal como no más de 753, tal como no más de 752, tal 
como no más de 751, tal como no más de 750, tal como no más de 749, tal como no más de 748, tal como no más 
de 747, tal como no más de 746, tal como no más de 745, tal como no más de 744, tal como no más de 743, tal 20
como no más de 742, tal como no más de 741, tal como no más de 740, tal como no más de 739, tal como no más 
de 738, tal como no más de 737, tal como no más de 736, tal como no más de 735, tal como no más de 734, tal 
como no más de 733, tal como no más de 732, tal como no más de 731, tal como no más de 730, tal como no más 
de 729, tal como no más de 728, tal como no más de 727, tal como no más de 726, tal como no más de 725, tal 
como no más de 724, tal como no más de 723, tal como no más de 722, tal como no más de 721, tal como no más 25
de 720, tal como no más de 719, tal como no más de 718, tal como no más de 717, tal como no más de 716, tal 
como no más de 715, tal como no más de 714, tal como no más de 713, tal como no más de 712, tal como no más 
de 711, tal como no más de 710, tal como no más de 709, tal como no más de 708, tal como no más de 707, tal 
como no más de 706, tal como no más de 705, tal como no más de 704, tal como no más de 703, tal como no más 
de 702, tal como no más de 701, tal como no más de 700, tal como no más de 699, tal como no más de 698, tal 30
como no más de 697, tal como no más de 696, tal como no más de 695, tal como no más de 694, tal como no más 
de 693, tal como no más de 692, tal como no más de 691, tal como no más de 690, tal como no más de 689, tal 
como no más de 688, tal como no más de 687, tal como no más de 686, tal como no más de 685, tal como no más 
de 684, tal como no más de 683, tal como no más de 682, tal como no más de 681, tal como no más de 680, tal 
como no más de 679, tal como no más de 678, tal como no más de 677, tal como no más de 676, tal como no más 35
de 675, tal como no más de 674, tal como no más de 673, tal como no más de 672, tal como no más de 671, tal 
como no más de 670, tal como no más de 669, tal como no más de 668, tal como no más de 667, tal como no más 
de 666, tal como no más de 665, tal como no más de 664, tal como no más de 663, tal como no más de 662, tal 
como no más de 661, tal como no más de 660, tal como no más de 659, tal como no más de 658, tal como no más 
de 657, tal como no más de 656, tal como no más de 655, tal como no más de 654, tal como no más de 653, tal 40
como no más de 652, tal como no más de 651, tal como no más de 650, tal como no más de 649, tal como no más 
de 648, tal como no más de 647, tal como no más de 646, tal como no más de 645, tal como no más de 644, tal 
como no más de 643, tal como no más de 642, tal como no más de 641, tal como no más de 640, tal como no más 
de 639, tal como no más de 638, tal como no más de 637, tal como no más de 636, tal como no más de 635, tal 
como no más de 634, tal como no más de 633, tal como no más de 632, tal como no más de 631, tal como no más 45
de 630, tal como no más de 629, tal como no más de 628, tal como no más de 627, tal como no más de 626, tal 
como no más de 625, tal como no más de 624, tal como no más de 623, tal como no más de 622, tal como no más 
de 621, tal como no más de 620, tal como no más de 619, tal como no más de 618, tal como no más de 617, tal 
como no más de 616, tal como no más de 615, tal como no más de 614, tal como no más de 613, tal como no más 
de 612, tal como no más de 611, tal como no más de 610, tal como no más de 609, tal como no más de 608, tal 50
como no más de 607, tal como no más de 606, tal como no más de 605, tal como no más de 604, tal como no más 
de 603, tal como no más de 602, tal como no más de 601, tal como no más de 600, tal como no más de 599, tal 
como no más de 598, tal como no más de 597, tal como no más de 596, tal como no más de 595, tal como no más 
de 594, tal como no más de 593, tal como no más de 592, tal como no más de 591, tal como no más de 590, tal 
como no más de 589, tal como no más de 588, tal como no más de 587, tal como no más de 586, tal como no más 55
de 585, tal como no más de 584, tal como no más de 583, tal como no más de 582, tal como no más de 581, tal 
como no más de 580, tal como no más de 579, tal como no más de 578, tal como no más de 577, tal como no más 
de 576, tal como no más de 575, tal como no más de 574, tal como no más de 573, tal como no más de 572, tal 
como no más de 571, tal como no más de 570, tal como no más de 569, tal como no más de 568, tal como no más 
de 567, tal como no más de 566, tal como no más de 565, tal como no más de 564, tal como no más de 563, tal 60
como no más de 562, tal como no más de 561, tal como no más de 560, tal como no más de 559, tal como no más 
de 558, tal como no más de 557, tal como no más de 556, tal como no más de 555, tal como no más de 554, tal 
como no más de 553, tal como no más de 552, tal como no más de 551, tal como no más de 550, tal como no más 
de 549, tal como no más de 548, tal como no más de 547, tal como no más de 546, tal como no más de 545, tal 
como no más de 544, tal como no más de 543, tal como no más de 542, tal como no más de 541, tal como no más 65
de 540, tal como no más de 539, tal como no más de 538, tal como no más de 537, tal como no más de 536, tal 
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como no más de 535, tal como no más de 534, tal como no más de 533, tal como no más de 532, tal como no más 
de 531, tal como no más de 530, tal como no más de 529, tal como no más de 528, tal como no más de 527, tal 
como no más de 526, tal como no más de 525, tal como no más de 524, tal como no más de 523, tal como no más 
de 522, tal como no más de 521, tal como no más de 520, tal como no más de 519, tal como no más de 518, tal 
como no más de 517, tal como no más de 516, tal como no más de 515, tal como no más de 514, tal como no más 5
de 513, tal como no más de 512, tal como no más de 511, tal como no más de 510, tal como no más de 509, tal 
como no más de 508, tal como no más de 507, tal como no más de 506, tal como no más de 505, tal como no más 
de 504, tal como no más de 503, tal como no más de 502, tal como no más de 501, tal como no más de 500, tal 
como no más de 499, tal como no más de 498, tal como no más de 497, tal como no más de 496, tal como no más 
de 495, tal como no más de 494, tal como no más de 493, tal como no más de 492, tal como no más de 491, tal 10
como no más de 490, tal como no más de 489, tal como no más de 488, tal como no más de 487, tal como no más 
de 486, tal como no más de 485, tal como no más de 484, tal como no más de 483, tal como no más de 482, tal 
como no más de 481, tal como no más de 480, tal como no más de 479, tal como no más de 478, tal como no más 
de 477, tal como no más de 476, tal como no más de 475, tal como no más de 474, tal como no más de 473, tal 
como no más de 472, tal como no más de 471, tal como no más de 470, tal como no más de 469, tal como no más 15
de 468, tal como no más de 467, tal como no más de 466, tal como no más de 465, tal como no más de 464, tal 
como no más de 463, tal como no más de 462, tal como no más de 461, tal como no más de 460, tal como no más 
de 459, tal como no más de 458, tal como no más de 457, tal como no más de 456, tal como no más de 455, tal 
como no más de 454, tal como no más de 453, tal como no más de 452, tal como no más de 451, tal como no más 
de 450, tal como no más de 449, tal como no más de 448, tal como no más de 447, tal como no más de 446, tal 20
como no más de 445, tal como no más de 444, tal como no más de 443, tal como no más de 442, tal como no más 
de 441, tal como no más de 440, tal como no más de 439, tal como no más de 438, tal como no más de 437, tal 
como no más de 436, tal como no más de 435, tal como no más de 434, tal como no más de 433, tal como no más 
de 432, tal como no más de 431, tal como no más de 430, tal como no más de 429, tal como no más de 428, tal 
como no más de 427, tal como no más de 426, tal como no más de 425, tal como no más de 424, tal como no más 25
de 423, tal como no más de 422, tal como no más de 421, tal como no más de 420, tal como no más de 419, tal 
como no más de 418, tal como no más de 417, tal como no más de 416, tal como no más de 415, tal como no más 
de 414, tal como no más de 413, tal como no más de 412, tal como no más de 411, tal como no más de 410, tal 
como no más de 409, tal como no más de 408, tal como no más de 407, tal como no más de 406, tal como no más 
de 405, tal como no más de 404, tal como no más de 403, tal como no más de 402, tal como no más de 401, tal 30
como no más de 400, tal como no más de 399, tal como no más de 398, tal como no más de 397, tal como no más 
de 396, tal como no más de 395, tal como no más de 394, tal como no más de 393, tal como no más de 392, tal 
como no más de 391, tal como no más de 390, tal como no más de 389, tal como no más de 388, tal como no más 
de 387, tal como no más de 386, tal como no más de 385, tal como no más de 384, tal como no más de 383, tal 
como no más de 382, tal como no más de 381, tal como no más de 380, tal como no más de 379, tal como no más 35
de 378, tal como no más de 377, tal como no más de 376, tal como no más de 375, tal como no más de 374, tal 
como no más de 373, tal como no más de 372, tal como no más de 371, tal como no más de 370, tal como no más 
de 369, tal como no más de 368, tal como no más de 367, tal como no más de 366, tal como no más de 365, tal 
como no más de 364, tal como no más de 363, tal como no más de 362, tal como no más de 361, tal como no más 
de 360, tal como no más de 359, tal como no más de 358, tal como no más de 357, tal como no más de 356, tal 40
como no más de 355, tal como no más de 354, tal como no más de 353, tal como no más de 352, tal como no más 
de 351, tal como no más de 350, tal como no más de 349, tal como no más de 348, tal como no más de 347, tal 
como no más de 346, tal como no más de 345, tal como no más de 344, tal como no más de 343, tal como no más 
de 342, tal como no más de 341, tal como no más de 340, tal como no más de 339, tal como no más de 338, tal 
como no más de 337, tal como no más de 336, tal como no más de 335, tal como no más de 334, tal como no más 45
de 333, tal como no más de 332, tal como no más de 331, tal como no más de 330, tal como no más de 329, tal 
como no más de 328, tal como no más de 327, tal como no más de 326, tal como no más de 325, tal como no más 
de 324, tal como no más de 323, tal como no más de 322, tal como no más de 321, tal como no más de 320, tal 
como no más de 319, tal como no más de 318, tal como no más de 317, tal como no más de 316, tal como no más 
de 315, tal como no más de 314, tal como no más de 313, tal como no más de 312, tal como no más de 311, tal 50
como no más de 310, tal como no más de 309, tal como no más de 308, tal como no más de 307, tal como no más 
de 306, tal como no más de 305, tal como no más de 304, tal como no más de 303, tal como no más de 302, tal 
como no más de 301, tal como no más de 300, tal como no más de 299, tal como no más de 298, tal como no más 
de 297, tal como no más de 296, tal como no más de 295, tal como no más de 294, tal como no más de 293, tal 
como no más de 292, tal como no más de 291, tal como no más de 290, tal como no más de 289, tal como no más 55
de 288, tal como no más de 287, tal como no más de 286, tal como no más de 285, tal como no más de 284, tal 
como no más de 283, tal como no más de 282, tal como no más de 281, tal como no más de 280, tal como no más 
de 279, tal como no más de 278, tal como no más de 277, tal como no más de 276, tal como no más de 275, tal 
como no más de 274, tal como no más de 273, tal como no más de 272, tal como no más de 271, tal como no más 
de 270, tal como no más de 269, tal como no más de 268, tal como no más de 267, tal como no más de 266, tal 60
como no más de 265, tal como no más de 264, tal como no más de 263, tal como no más de 262, tal como no más 
de 261, tal como no más de 260, tal como no más de 259, tal como no más de 258, tal como no más de 257, tal 
como no más de 256, tal como no más de 255, tal como no más de 254, tal como no más de 253, tal como no más 
de 252, tal como no más de 251, tal como no más de 250, tal como no más de 249, tal como no más de 248, tal 
como no más de 247, tal como no más de 246, tal como no más de 245, tal como no más de 244, tal como no más 65
de 243, tal como no más de 242, tal como no más de 241, tal como no más de 240, tal como no más de 239, tal 
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como no más de 238, tal como no más de 237, tal como no más de 236, tal como no más de 235, tal como no más 
de 234, tal como no más de 233, tal como no más de 232, tal como no más de 231, tal como no más de 230, tal 
como no más de 229, tal como no más de 228, tal como no más de 227, tal como no más de 226, tal como no más 
de 225, tal como no más de 224, tal como no más de 223, tal como no más de 222, tal como no más de 221, tal 
como no más de 220, tal como no más de 219, tal como no más de 218, tal como no más de 217, tal como no más 5
de 216, tal como no más de 215, tal como no más de 214, tal como no más de 213, tal como no más de 212, tal 
como no más de 211, tal como no más de 210, tal como no más de 209, tal como no más de 208, tal como no más 
de 207, tal como no más de 206, tal como no más de 205, tal como no más de 204, tal como no más de 203, tal 
como no más de 202, tal como no más de 201, tal como no más de 200, tal como no más de 199, tal como no más 
de 198, tal como no más de 197, tal como no más de 196, tal como no más de 195, tal como no más de 194, tal 10
como no más de 193, tal como no más de 192, tal como no más de 191, tal como no más de 190, tal como no más 
de 189, tal como no más de 188, tal como no más de 187, tal como no más de 186, tal como no más de 185, tal 
como no más de 184, tal como no más de 183, tal como no más de 182, tal como no más de 181, tal como no más 
de 180, tal como no más de 179, tal como no más de 178, tal como no más de 177, tal como no más de 176, tal 
como no más de 175, tal como no más de 174, tal como no más de 173, tal como no más de 172, tal como no más 15
de 171, tal como no más de 170, tal como no más de 169, tal como no más de 168, tal como no más de 167, tal 
como no más de 166, tal como no más de 165, tal como no más de 164, tal como no más de 163, tal como no más 
de 162, tal como no más de 161, tal como no más de 160, tal como no más de 159, tal como no más de 158, tal 
como no más de 157, tal como no más de 156, tal como no más de 155, tal como no más de 154, tal como no más 
de 153, tal como no más de 152, tal como no más de 151, tal como no más de 150, tal como no más de 149, tal 20
como no más de 148, tal como no más de 147, tal como no más de 146, tal como no más de 145, tal como no más 
de 144, tal como no más de 143, tal como no más de 142, tal como no más de 141, tal como no más de 140, tal 
como no más de 139, tal como no más de 138, tal como no más de 137, tal como no más de 136, tal como no más 
de 135, tal como no más de 134, tal como no más de 133, tal como no más de 132, tal como no más de 131, tal 
como no más de 130, tal como no más de 129, tal como no más de 128, tal como no más de 127, tal como no más 25
de 126, tal como no más de 125, tal como no más de 124, tal como no más de 123, tal como no más de 122, tal 
como no más de 121, tal como no más de 120, tal como no más de 119, tal como no más de 118, tal como no más 
de 117, tal como no más de 116, tal como no más de 115, tal como no más de 114, tal como no más de 113, tal 
como no más de 112, tal como no más de 111, tal como no más de 110, tal como no más de 109, tal como no más 
de 108, tal como no más de 107, tal como no más de 106, tal como no más de 105, tal como no más de 104, tal 30
como no más de 103, tal como no más de 102, tal como no más de 101, tal como no más de 100, tal como no más 
de 99, tal como no más de 98, tal como no más de 97, tal como no más de 96, tal como no más de 95, tal como no 
más de 94, tal como no más de 93, tal como no más de 92, tal como no más de 91, tal como no más de 90, tal como 
no más de 89, tal como no más de 88, tal como no más de 87, tal como no más de 86, tal como no más de 85, tal 
como no más de 84, tal como no más de 83, tal como no más de 82, tal como no más de 81, tal como no más de 80.35

En algunas realizaciones el polinucleótido de ADN promotor de acuerdo con la invención muestra un nivel 
aumentado de expresión de proteínas en comparación con el nivel de expresión de proteínas de uno cualquiera de 
los polinucleótidos de ADN promotores que tienen la secuencia de la SEC ID Nº 1 o SEC ID Nº 4.

En algunas realizaciones el aumento en el nivel de expresión de proteínas es de aproximadamente el 50 por ciento 
hasta aproximadamente el 300 por ciento respecto al nivel de expresión de proteínas de uno cualquiera de los 40
polinucleótidos de ADN promotores que tienen la secuencia de la SEC ID Nº 1 o SEC ID Nº 4, o al promotor pOPIE2. 
En algunas realizaciones el aumento en el nivel de expresión de proteínas es de más del 300 por ciento respecto al 
nivel de expresión de proteínas de uno cualquiera de los polinucleótidos de ADN promotores que tienen la secuencia 
de la SEC ID Nº 1 o SEC ID Nº 4, o al promotor pOPIE2.

En algunas realizaciones el aumento en el nivel de expresión de proteínas es de 2 veces a 10 veces respecto al 45
nivel de expresión de proteínas de uno cualquiera de los polinucleótidos de ADN promotores que tienen la secuencia 
de la SEC ID Nº 1 o SEC ID Nº 4, o al promotor pOPIE2.

En algunas realizaciones el aumento en el nivel de expresión de proteínas es de 10 veces a 100, tal como de 20 a 
80, tal como de 20 a 40 veces respecto al nivel de expresión de proteínas de uno cualquiera de los polinucleótidos 
de ADN promotores que tienen la secuencia de la SEC ID Nº 1 o SEC ID Nº 4, o al promotor pOPIE2.50

Debe entenderse que el aumento en la actividad se mide y compara con la referencia en condiciones iguales y 
convencionales.

En algunas realizaciones el polinucleótido de ADN aislado de acuerdo con la invención comprende adicionalmente 
un marcador de selección, tal como un marcado de selección seleccionado entre el grupo que consiste en un 
marcador de selección de Zeocina, un marcador de selección de Neomicina, un marcador de selección de 55
Higromicina, un marcador de selección de Puromicina, y un marcador de selección de Blasticidina.

En algunas realizaciones el polinucleótido de ADN aislado de acuerdo con la invención comprende adicionalmente 
un promotor bacteriano, tal como el promotor bacteriano de pKANR, tal como un fragmento funcional del promotor 
de Kanamicina.
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En algunas realizaciones el polinucleótido de ADN aislado de acuerdo con la invención comprende adicionalmente 
un segundo polinucleótido de ADN promotor adecuado para dirigir la expresión del marcador de selección en una 
célula de insecto. En algunas realizaciones este segundo promotor se selecciona entre el grupo que consiste en

(i) una secuencia de nucleótidos de la SEC ID Nº 1, SEC ID Nº 2, SEC ID Nº 3, SEC ID Nº 4, SEC ID Nº 5, 
SEC ID Nº 6, SEC ID Nº 33, SEC ID Nº 36, SEC ID Nº 37, o una secuencia de nucleótidos que comprende los 5
restos 7-586 de la SEC ID Nº 68;

(ii) una secuencia de nucleótidos con una identidad de secuencia de al menos el 80% con una secuencia 
cualquiera de (i) y que tiene actividad promotora en una célula S2 de Drosophila;

(iii) un nucleótido que es un fragmento funcional de al menos 6 nucleótidos contiguos de una secuencia 
cualquiera de (i) o (ii), teniendo dicho fragmento funcional actividad promotora en una célula S2 de Drosophila;10

(iv) una secuencia de nucleótidos con una identidad de secuencia de al menos el 80% con dicho fragmento 
funcional de (iii) y que tiene actividad promotora en una célula S2 de Drosophila;

(v) una primera secuencia quimérica de nucleótidos que comprende dos o más secuencias de una secuencia 
cualquiera de (i), (ii), (iii) y (iv), y

(vi) una segunda secuencia quimérica de nucleótidos que tiene actividad promotora en una célula S2 de 15
Drosophila, que comprende al menos 6 nucleótidos y que incluye tramos de nucleótidos consecutivos de al 
menos 2 secuencias de nucleótidos de (iii) y/o (iv), donde cada uno de dichos tramos consecutivos en solitario 
no tiene actividad promotora en una célula S2 de Drosophila.

En algunas realizaciones el polinucleótido de ADN aislado de acuerdo con la invención comprende adicionalmente 
uno o más elementos ubicuos de abertura de la cromatina cadena arriba y/o cadena abajo respecto al sitio de 20
clonación múltiple.

En algunas realizaciones el polinucleótido de ADN aislado de acuerdo con la invención comprende adicionalmente al 
menos un elemento de aislamiento transcripcional, tal como la secuencia Su(Hw) o Gypsy (GSu(Hw)). (Mol Cell Biol. 
1997 abril; 17(4): 2202-2206.)

En algunas realizaciones el polinucleótido de ADN aislado de acuerdo con la invención comprende adicionalmente 25
una secuencia codificante de dihidrofolato reductasa (dhfr) adecuada para la selección en células de insecto.

En algunas realizaciones el polinucleótido de ADN aislado de acuerdo con la invención comprende adicionalmente al 
menos una secuencia señal de poliadenilación tal como la secuencia señal poliA de SV40 y/o una señal poliA de 
OPIE2.

En algunas realizaciones el polinucleótido de ADN aislado de acuerdo con la invención comprende adicionalmente 30
un origen de E. coli.

En algunas realizaciones el polinucleótido de ADN aislado de acuerdo con la invención comprende adicionalmente al 
menos una secuencia polinucleotídica señal de exportación de proteínas, tal como una seleccionada de la lista que 
consiste en BIP y CPY.

En algunas realizaciones el polinucleótido de ADN aislado de acuerdo con la invención está esencialmente libre de 35
ADN viral.

En algunas realizaciones el polinucleótido de ADN aislado de acuerdo con la invención comprende adicionalmente al 
menos una secuencia de marca HIS. En algunas realizaciones la marca HIS es una marca HIS N-terminal. En 
algunas realizaciones la secuencia de marca HIS es de acuerdo con la siguiente secuencia: 
atgaaacaccaacaccaacatcaacatcaacatcaacatcaa (SEC ID Nº 38)40

En algunas realizaciones el polinucleótido de ADN aislado de acuerdo con la invención comprende adicionalmente 
un sitio de clonación múltiple cadena abajo del polinucleótido de ADN promotor para la inserción del gen codificante 
de un polipéptido de interés en el polinucleótido de ADN aislado.

En algunas realizaciones el polinucleótido de ADN aislado de acuerdo con la invención comprende adicionalmente al 
menos un elemento de 72 pb de SV40. En algunas realizaciones el polinucleótido de ADN aislado de acuerdo con la 45
invención comprende adicionalmente dos elementos de 72 pb de SV40. En algunas realizaciones el polinucleótido 
de ADN aislado de acuerdo con la invención comprende adicionalmente al menos un elemento de 72 pb de SV40 
cadena arriba del promotor y al menos un elemento de 72 pb de SV40 cadena abajo del promotor.

En algunas realizaciones el polinucleótido de ADN aislado de acuerdo con la invención comprende adicionalmente al 
menos un elemento PRE del virus de la Hepatitis B. En algunas realizaciones el elemento PRE del virus de la 50
Hepatitis B es de acuerdo con la SEC ID Nº 40, tal como los nucleótidos 10 a 574 de la SEC ID Nº 40.
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En algunas realizaciones el polinucleótido de ADN aislado de acuerdo con la invención comprende adicionalmente al 
menos un elemento de control de amplificación.

En algunas realizaciones el polinucleótido de ADN aislado de acuerdo con la invención comprende adicionalmente al 
menos un elemento Ori-beta.

En algunas realizaciones el polinucleótido de ADN aislado de acuerdo con la invención comprende adicionalmente al 5
menos un elemento de región de unión a matriz (MAR).

En algunas realizaciones la secuencia polinucleotídica de ADN promotor de acuerdo con la invención controla la 
expresión de un gen u otra secuencia de ADN a la cual está unida.

En algunas realizaciones el polinucleótido de ADN aislado de acuerdo con la invención comprende adicionalmente al 
menos una secuencia polinucleotídica que codifica un polipéptido heterólogo a la secuencia polinucleotídica de ADN 10
promotor.

En algunas realizaciones el polinucleótido de ADN aislado de acuerdo con la invención es un vector de clonación.

En algunas realizaciones el polinucleótido de ADN aislado de acuerdo con la invención es un vector de expresión.

Un aspecto se refiere a una célula que comprende el polinucleótido de ADN aislado de acuerdo con la invención. En 
algunas realizaciones la célula es una célula de insecto. En algunas realizaciones la célula es una célula de 15
Drosophila melanogaster. En algunas realizaciones la célula es una célula S2 de Drosophila melanogaster.

En algunas realizaciones la célula que comprende el polinucleótido de ADN aislado de acuerdo con la invención se 
transfecta de forma estable con dicho polinucleótido de ADN aislado.

Como se usa en el presente documento "transfectada de forma estable" se refiere a una célula que se ha 
transfectado con un polinucleótido de ADN de acuerdo con la invención para producir líneas permanentes de células 20
cultivadas con un nuevo gen insertado en su genoma. Habitualmente esto se hace uniendo el gen deseado con un 
gen "de selección", es decir, un gen que confiere resistencia a un antibiótico (como Zeocina). Tras poner el 
antibiótico en el medio de cultivo, solamente sobrevivirán aquellas células que incorporan el gen de resistencia, y 
esencialmente todas ellas habrán sido también capaces de incorporan el polinucleótido de ADN de acuerdo con la 
invención.25

Un "vector de clonación" significa un ADN plasmídico que puede usarse para insertar un fragmento de ADN de 
interés en una célula huésped, normalmente para producir múltiples copias del fragmento y por tanto del vector.

"Vector de expresión" significa un ADN plasmídico o viral que contiene señales reguladoras necesarias para la 
síntesis de ARNm derivado de secuencias génicas, que pueden insertarse en el vector. Las secuencias génicas son, 
por ejemplo, un polinucleótido quimérico como se ha definido anteriormente.30

Una "secuencia de poliadenilación" como se usa en el presente documento se refiere a una secuencia de ADN que 
cuando se transcribe se reconoce por el huésped de expresión para añadir restos de poliadenosina al ARNm 
transcrito. Se une de forma funcional al extremo 3’ del ADN que codifica el polipéptido a expresar. Las secuencias 
adecuadas de poliadenilación incluyen la cola poliA de OPIE2 y la cola poliA tardía de SV40 como se describe en 
Angelichio y col. 1991, Comparison of several promoters and polyadenylation signals for use in heterologous gene 35
expression in cultured Drosophila cells, Nucleic Acids Research, Vol. 19, Nº 18 5037-5043.

Un "marcador de selección" como se usa en el presente documento se refiere a un elemento genético presente en 
un vector de expresión que, cuando se expresa, proporciona una indicación de transformación satisfactoria de la 
célula huésped. Por ejemplo, el marcador de selección puede proporcionar a la célula huésped transformada 
resistencia a un antibiótico (un marcador de tipo dominante) o la capacidad de metabolizar un nutriente particular (un 40
tipo auxotrófico de marcador de selección, es decir, un marcador que "cura" una deficiencia en el huésped). 
Típicamente, el marcador de selección está bajo el control de un promotor que está separado del promotor que 
controla la expresión del gen a expresarse por el vector.

La expresión "unido de forma funcional" se refiere a la asociación de una secuencia de ácido nucleico en un único 
fragmento de ácido nucleico de modo que la función de uno esté afectada por el otro. Por ejemplo, un promotor está 45
unido de forma funcional a una secuencia codificante cuando es capaz de afectar a la expresión de esa secuencia 
codificante (es decir, que la secuencia codificante está bajo el control transcripcional del promotor).

El término "expresión", como se usa en el presente documento, se refiere al proceso biológico completo en una 
célula huésped que se presenta desde la transcripción y la acumulación estable de ARNm derivado del 
polinucleótido de ADN aislado de la invención (donde éste comprende adicionalmente una secuencia 50
polinucleotídica que codifica un polipéptido) a través de la posterior traducción del ARNm en un producto 
polipeptídico y finalmente hasta las modificaciones post-traduccionales del producto polipeptídico realizadas por la 
célula huésped. "Sobre-expresión" se refiere a la producción de un producto génico en células transformadas que 
excede los niveles de producción en células no transformadas normales.
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Como se usa en el presente documento "secuencia polinucleotídica señal de exportación de proteínas" se refiere a 
una secuencia que dirige o facilita la translocación de una proteína expresada a través de la membrana de la célula 
huésped de expresión. Una "secuencia polinucleotídica señal de exportación de proteínas" puede estar presente en 
el extremo N-terminal de un polipéptido precursor (un pre-péptido o pre-pro-péptido) para dirigir su translocación a 
través de una membrana. Típicamente, un polipéptido precursor se procesa por escisión de la secuencia señal para 5
generar un péptido maduro o un pro-péptido. Si el producto de eliminación por escisión del péptido señal es un 
propéptido, el péptido maduro será el producto de las posteriores modificaciones post-traduccionales que implican 
eliminación adicional de aminoácidos.

Otra "secuencia polinucleotídica señal de exportación de proteínas" adecuada dentro de esta definición incluye la 
secuencia señal BiP de Drosophila para la secreción y  CPY.10

La proteína BiP de Drosophila codifica una proteína chaperona de unión a inmunoglobulina. Esa señal de secreción 
dirige de forma eficaz altos niveles de BiP en la vía de secreción de células S2 (véase Kirkpatrick, R.B. y col. (1995) 
J. Biol. Chem. 270: 19800-19805).

Las expresiones "elemento ubicuo de abertura de la cromatina" o "UCOE" como se usan en el presente documento 
se refieren a una secuencia de ADN que abre la cromatina o mantiene la cromatina en un estado abierto y facilita la 15
expresión reproducible de un gen unido de forma funcional en células.

Las expresiones "región de unión a matriz" o "MAR" o "región de unión a armazón/matriz" como se usan en el 
presente documento se refieren a una secuencia de nucleótidos en el ADN de cromosomas eucariotas donde se une 
la matriz nuclear. Las MAR median la organización estructural de la cromatina dentro del núcleo. Estos elementos 
constituyen puntos de anclaje del ADN para el armazón de cromatina y sirven para organizar la cromatina en 20
dominios estructurales. Estudios sobre genes individuales condujeron a la conclusión de que la organización 
dinámica y compleja de la cromatina mediada por elementos S/MAR desempeña un papel importante en la 
regulación de la expresión génica.

Las expresiones "elemento de control de amplificación" o "Ace" como se usan en el presente documento se refieren 
a un elemento, que está implicado en el inicio de la amplificación del ADN desde el origen de replicación. Los 25
análisis de deleción de construcciones transgénicas derivadas del tercer grupo de cromosomas han identificado un 
elemento de control de amplificación de 320 pb (ACE3) necesario para la amplificación. Por tanto, dentro de esta 
definición se incluye el elemento ACE3 de D. melanogaster. Se incluyen dentro de esta definición también las 
regiones potenciadoras de la amplificación (AER).

Las expresiones "elemento Ori-beta" u "oriB" como se usan en el presente documento se refieren a un origen de 30
replicación. El origen de replicación (también llamado el origen de la replicación) es una secuencia particular en una 
genoma o plásmido en que se inicia la replicación. Ésta puede ser replicación de ADN en organismos vivos tales 
como procariotas y eucariotas, o replicación de ARN en virus de ARN, tales como virus de ARN bicatenario. La 
replicación del ADN puede proceder desde este punto de forma bidireccional o unidireccional. El origen de 
replicación se une al complejo de pre-replicación, un complejo proteico que reconoce, desenrolla, y comienza a 35
copiar el ADN. Un "elemento Ori-beta" específico dentro de esta definición es el elemento Ori-beta de D. 
melanogaster.

Para los requisitos de secuencia para elementos ACE3 y ori-B funcionales véase Hongjun Zhang y John Tower, 
2004, Sequence requirements for function of the Drosophila chorion gene locus ACE3 replicator and ori-b origin 
elements, Development 131, 2089-2099, 2004 y Carminati y col. 1992, The Drosophila ACE3 Chorion Element 40
AutonomouslyInduces Amplification, MOLECULAR AND CELLULAR BIOLOGY, Mayo 1992, pág. 2444-2453.

Efecto del elemento de 72 pb de SV40 sobre vacunas de ADN

La importación nuclear en células que no están en división tales como células musculares es uno de los problemas 
de los sistemas de suministro génico no viral. Esto puede provocar síntesis disminuida del antígeno que provocará 
posteriormente una mala presentación del antígeno. Se ha identificado una repetición de 72 pb de la región 45
potenciadora de SV40 que potencia el transporte nuclear de ADN no viral en células que no están en división. La 
región potenciadora tiene varios sitios de unión a factores de transcripción. En cuanto el plásmido entra en el 
citoplasma, se une por varios factores de transcripción permitiendo por tanto que el ADN no no viral se transfiera 
rápidamente al núcleo proporcionando la señal de localización nuclear (Exp Cell Res. 1999, 253, 713). También se 
observó potenciación en la expresión génica usando el vector que contenía el elemento potenciador de SV40 50
inyectado en músculo murino por electroporación (Gene Ther., 2001, 8, 494).

La expresión "elementos de 72 pb de SV40" como se usa en el presente documento se refiere a la repetición de 72 
pb de la región potenciadora de SV40 que potencia el transporte nuclear de ADN no viral en células que no están en 
división. En realizaciones particulares los "elementos de 72 pb de SV40" se refieren a un elemento con la siguiente 
secuencia ATGCTTTGCATACTTCTGCCTGCTGGGGAGCCTGGGGACTTTCCACACCCTAACTGACACACATTCCA 55
CAGCTGGTT correspondiente del nucleótido nº 10 al nucleótido nº 86 de la SEC ID Nº 39. En realizaciones 
particulares los "elementos de 72 pb de SV40" se refieren a un elemento con la secuencia de la SEC ID Nº 39.
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Elemento PRE del virus de la Hepatitis B (SEC ID Nº 40)

Algunos ARNm eucariotas o virales contienen secuencias inhibidoras que evitan que se transporten fuera del núcleo 
al citoplasma donde pueden traducirse. Los transcritos del virus S de la Hepatitis B contienen una región, conocida 
como el elemento regulador post-transcripcional (PRE) que funciona en cis para activar su transporte. Este elemento 
puede sustituir parcialmente el elemento de respuesta a Rev (RRE) del virus de la inmunodeficiencia humana. Se ha 5
demostrado que añadir este elemento o elementos con función similar en la región no traducida 3’ del gen que 
codifica el antígeno (tal como Gag de VIH-1) puede aumentar el nivel de expresión del antígeno y mejorar las 
respuestas inmunes.

La expresión "secuencia de aislamiento", como se usa en el presente documento se refiere a secuencias de ADN 
que afectan a las interacciones entre promotores y potenciadores/silenciadores y funcionan como barreras para 10
dispersar cromatina represora. Se incluye dentro de esta definición la secuencia de aislamiento (su(Hw)) descrita en 
Lu L, Tower J, 1997, A transcriptional insulator element, the su(Hw) binding site, protects a chromosomal DNA 
replication origin from position effects, Mol Cell Biol. Abril; 17(4): 2202-2206. Entre la diversidad de secuencias con 
una función aislante presentes en el genoma de Drosophila melanogaster, puede usarse el aislante bien estudiado y 
quizá más fuerte que consiste en sitios de unión reiterados para la proteína Su(Hw), encontrado por primera vez en 15
el retrotransposón gypsy. El aislante Su(Hw) es un modulador versátil de interacciones reguladoras, que bloque más 
de una veintena de diferentes potenciadores. Recientemente, se ha descubierto un aislante dependiente de Su(Hw) 
endógeno pero estructuralmente distinto entre los genes yellow y achaete.

La expresión "clonación independiente de ligamiento" o "LIC" se usa en el presente documento de acuerdo con la 
definición de Robert E. Novy, Keith W. Yaeger y Kristin M. Kolb en el artículo "Efficient Directional Cloning of PCR 20
Products" (http://www.emdbiosciences. com/docs/NDIS/inno05-002.pdf), la clonación independiente de ligamiento 
(LIC) puede describirse del siguiente modo: "Se desarrolló clonación independiente de ligamiento (LIC) para la 
clonación direccional de productos de PCR sin digestión con enzimas de restricción o reacciones de ligamiento. Se 
crean vectores LIC tratando una estructura linealizada con ADN polimerasa T4 en presencia de solamente un dNTP. 
La actividad exonucleasa 3’ a 5’ de la ADN polimerasa T4 retira nucleótidos hasta que encuentra un resto 25
correspondiente al único dNTP presente en la mezcla de reacción. En este punto, la actividad polimerasa 5’ a 3’ de 
la enzima contrarresta la actividad exonucleasa para evitar de forma eficaz la escisión adicional. Se diseñan 
secuencias plasmídicas adyacentes al sitio de linealización para producir proyecciones monocatenarias específicas 
no complementarias de 13 o 14 bases en el vector LIC. Se crean productos de PCR con proyecciones 
complementarias construyendo extensiones 5’ apropiadas en los cebadores. El producto de PCR se purifica para 30
retirar los dNTP (y el plásmido original si se usó como molde) y después se trata con ADN polimerasa T4 en 
presencia del dNTP apropiado para generar las proyecciones específicas compatibles con el vector. El vector LIC 
hibridado y el inserto se transforman en células competentes de E. coli. La formación de enlaces covalentes en las 
uniones del inserto y el vector sucede dentro de la célula para producir plásmido circular."

Puede encontrarse una descripción detallada de la metodología LIC en Nick S. Berrow y col. 2007 "A versatile 35
ligationindependent cloning method suitable for high-throughput expression screening applications", Nucleic Acids 
Research.

Se proporcionan varias realizaciones específicas de vectores con LIC posibilitado de la presente invención en las 
SEC ID Nº 69-73.

En una realización específica, el polinucleótido de ADN aislado de acuerdo con la invención consiste en los 40
siguientes elementos:

1. Marcador de selección de insecto, con un promotor de insecto que dirige la expresión, tal como el promotor 
truncado de Actina5C de D. melanogaster o el promotor de HSP70 con una secuencia de nucleótidos de 
acuerdo con la SEC ID Nº 5, SEC ID Nº 6, o SEC ID Nº 2;

2. Promotor bacteriano, tal como el promotor bacteriano de pKANR; 45

3. Marcador de selección de Zeocina con cola poliA de SV40;

4. Origen de E.coli;

5. Promotor híbrido de Actina5C de 612 pb de Drosophila melanogaster con una secuencia de nucleótidos 
de acuerdo con la SEC ID Nº 6, en el que partes o toda la secuencia central de actina (tal como los nucleótidos 
478 a 572 de la SEC ID Nº 6) se ha remplazado con el promotor central de HSP70 con una secuencia de 50
nucleótidos de acuerdo con la SEC ID Nº 1, SEC ID Nº 2, SEC ID Nº 37, o un fragmento de las mismas para 
dirigir la expresión de proteínas;

6. Secuencia señal de exportación de proteínas BIP;

7. Sitio de clonación múltiple; y
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8. Cola poliA de OPIE2.

Un polinucleótido de ADN de interés consiste en los siguientes elementos:

1. Marcador de selección de insecto, con un promotor de insecto que dirige la expresión, tal como el promotor 
truncado de Actina5C de D. melanogaster o el promotor de HSP70 con una secuencia de nucleótidos de 
acuerdo con la SEC ID Nº 5, SEC ID Nº 6, o SEC ID Nº 2;5

2. Promotor bacteriano, tal como el promotor bacteriano de pKANR;

3. Marcador de selección de Zeocina con cola poliA de SV40;

4. Origen de E.coli;

5. Promotor de Actina5C de 457 pb de Drosophila melanogaster con una secuencia de nucleótidos de 
acuerdo con los nucleótidos 2076-2532 de la SEC ID Nº 3;10

6. Secuencia señal de exportación de proteínas BIP;

7. Sitio de clonación múltiple; y

8. Cola poliA de OPIE2.

Un polinucleótido de ADN de interés consiste en los siguientes elementos:

1. Marcador de selección de insecto, con un promotor de insecto que dirige la expresión, tal como el promotor 15
truncado de Actina5C de D. melanogaster o el promotor de HSP70 con una secuencia de nucleótidos de 
acuerdo con la SEC ID Nº 5, SEC ID Nº 6, o SEC ID Nº 2;

2. Promotor bacteriano, tal como el promotor bacteriano de pKANR;

3. Marcador de selección de Zeocina con cola poliA de SV40;

4. Origen de E.coli;20

5. Promotor híbrido de Actina5C de 457 pb de Drosophila melanogaster con una secuencia de nucleótidos 
de acuerdo con los nucleótidos 2076-2532 de la SEC ID Nº 3, en el que partes o toda la secuencia central de 
actina (tal como los nucleótidos 2392 a 2487 de la SEC ID Nº 3) se ha remplazado con el promotor central de 
HSP70 con una secuencia de nucleótidos de acuerdo con la SEC ID Nº 1, SEC ID Nº 2, SEC ID Nº 37, o un 
fragmento de las mismas para dirigir la expresión de proteínas;25

6. Secuencia señal de exportación de proteínas BIP;

7. Sitio de clonación múltiple; y

8. Cola poliA de OPIE2.

Un polinucleótido de ADN de interés adicional consiste en los siguientes elementos:

1. Marcador de selección de insecto, con un promotor de insecto que dirige la expresión, tal como el promotor 30
truncado de Actina5C de D. melanogaster o el promotor de HSP70 con una secuencia de nucleótidos de 
acuerdo con la SEC ID Nº 5, SEC ID Nº 6, o SEC ID Nº 2;

2. Promotor bacteriano, tal como el promotor bacteriano de pKANR;

3. Marcador de selección de Zeocina con cola poliA de SV40;

4. Origen de E.coli;35

5. Promotor central de HSP70 con una secuencia de nucleótidos de acuerdo con la SEC ID Nº 1, SEC ID Nº 2, 
SEC ID Nº 37, o un fragmento de las mismas para dirigir la expresión de proteínas y uno o más fragmentos 
funcionales del promotor de Actina5C (elementos reguladores de Actina5c) en cis respecto al promotor central 
de HSP70;

6. Secuencia señal de exportación de proteínas BIP;40

7. Sitio de clonación múltiple; y

8. Cola poliA de OPIE2.
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En algunas realizaciones específicas, se intercambiarán los siguientes elementos en el polinucleótido de ADN 
aislado de acuerdo con la invención:

1. Puede colocarse elementos Su(Hw) delante o después del casete de expresión (promotor de expresión, gen 
de interés y cola poliA); y/o

2. El marcador de selección de Zeocina puede remplazarse en los vectores de expresión por:5

a. Marcador de selección de Neomicina, o

b. Marcador de selección de Blasticidina, o

c. Marcador de selección de higromicina, o,

d. Marcador de selección de puromicina; y

3. La construcción de expresión se preparará con y sin la marca HIS.10

Un vector de interés puede consistir en:

1. Marcador bacteriano de selección, con un promotor bacteriano

a. promotor bacteriano de pKANR

b. marcador de selección de Zeocina (ZeoR y/o KanR)

2. Marcador de selección de insecto, con un promotor de insecto que dirige la expresión15

a. Promotor truncado de Actina5C de Drosophila melanogaster o promotor de HSP70

b. Marcador de selección de Zeocina con cola poliA de SV40

3. Origen de E.coli

4. Promotores truncado de Actina5C de Drosophila melanogaster o HSP70 para dirigir la expresión de 
proteínas20

5. Secuencia señal de exportación de proteínas BIP

6. Marca HIS

7. Sitio de clonación múltiple

8. Cola poliA de OPIE2

Debe entenderse a partir de lo anterior que los elementos individuales pueden colocarse en cualquier orden dado. 25
Por consiguiente, el promotor de insecto y el promotor bacteriano puede colocarse directamente uno después del 
otro. Además, la secuencia marcadora de selección puede usarse tanto por el promotor bacteriano como por el 
promotor de la célula de insecto.

Mejoras generales del vector

Pueden añadirse los siguientes elementos al vector de expresión para aumentar el nivel de expresión.30

1. Elementos ubicuos de abertura de la cromatina cadena arriba y abajo del casete de expresión del gen de 
interés; y/o

2. Pre-elemento, y elemento de 72 pb de SV40; y/o

3. MAR (regiones de unión a matriz); y/o

4. ACE3 y ori-Beta de D. melanogaster; y/o35

5. Elemento de aislamiento transcripcional, el sitio de unión a su(Hw) (Mol Cell Biol. 1997 abril; 17(4): 2202-
2206.); y/o

6. Elemento CPY para remplazar BIP (si se encuentra CPY funcional en S2); y/o

7. Puede insertarse dhfr para la selección en células de insecto; y/o

8. Puede insertarse casete separado de resistencia a kanamicina o ampicilina para selección bacteriana; y/o40
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9. Se remplaza la cola poliA de OPIE2 con la cola poliA tardía de SV40 y/o

10. Se introduce un intrón cadena abajo del promotor para dirigir la expresión de proteínas y/o

11. Puede incluirse un casete de clonación independiente de ligamiento.

Se desvela en el presente documento una secuencia polinucleotídica que hibrida en condiciones de rigurosidad 
moderada con una secuencia seleccionada entre el grupo que consiste en:5

(i) una secuencia de nucleótidos de la SEC ID Nº 1, SEC ID Nº 2, SEC ID Nº 3, SEC ID Nº 4, SEC ID Nº 5, 
SEC ID Nº 6, SEC ID Nº 33, SEC ID Nº 36, o SEC ID Nº 37, o SEC ID Nº 58;

(ii) una secuencia de nucleótidos con una identidad de secuencia de al menos el 80% con una secuencia 
cualquiera de (i);

(iii) un fragmento funcional de al menos 6 nucleótidos contiguos de una secuencia cualquiera de (i) o (ii);10

(iv) una secuencia de nucleótidos con una identidad de secuencia de al menos el 80% con el fragmento 
funcional de al menos 6 nucleótidos de (iii);

(v) una secuencia quimérica de nucleótidos que comprende dos o más secuencias de una secuencia 
cualquiera de (i), (ii), (iii) y (iv).

La expresión "rigurosidad moderada" como se usa en el presente documento se refiere a condiciones de hibridación 15
de polinucleótidos en aproximadamente 50% de formamida, SSC 6x a aproximadamente 42°C y condiciones de 
lavado de aproximadamente 60°C, SSC 0,5x, SDS al 0,1%.

Procedimientos de la invención para la expresión de proteínas

Otro aspecto de la presente invención se refiere a la expresión y recuperación de polipéptidos a partir de células 
huésped.20

Como se ha detallado anteriormente, este aspecto de la invención generalmente utiliza el hallazgo de que un 
polinucleótido de ADN promotor de la invención proporciona rendimientos mejorados cuando está expresando 
polipéptidos secretados.

El presente inventor ha demostrado recientemente que este rendimiento mejorado (sobre, por ejemplo, la 
construcción que utiliza el promotor pOPIE2) es una consecuencia de los niveles mejorados de expresión así como 25
de secreción. Como se ha mencionado anteriormente, el procedimiento de acuerdo con la invención comprende las 
etapas de

(a) obtener una secuencia polinucleotídica que codifica el polipéptido de interés;

(b) insertar dicha secuencia polinucleotídica que codifica el polipéptido de interés en el polinucleótido de ADN 
aislado de la invención;30

(c) transformar una célula huésped con el polinucleótido obtenido en la etapa (b);

(d) permitir la expresión de dicho polinucleótido obtenido en la etapa (b) para producir el polipéptido; y

(e) obtener el polipéptido a partir de la misma.

Los procedimientos para la transformación variarán de acuerdo con la elección de la célula huésped, pero 
típicamente se usa transfección mediante acetato de litio (Okazaki y col. Nucleic acid Res. 18: 6485-6489, 1990, 35
incorporado por referencia en el presente documento) o electroporación en levaduras, mientras que puede usarse 
tanto transfección como transducción (es decir, transferencia de material genético mediante un vector viral) en 
células de organismos multicelulares. Se describen procedimientos adecuados para la transfección en células S2 de 
Drosophila melanogaster en Park J.H.; Kim H.Y.; Han K.H.; Chung I.S, Optimization of transfection conditions for 
expression of green fluorescent protein in Drosophila melanogaster S2 cells - a highly efficient, lipid-mediated DNA-40
transfection procedure. Enzyme and Microbial Technology, Volumen 25, Número 7, Octubre 1999, pág. 558-563(6)

Pueden encontrarse contenidos más generales sobre transformación y cultivo de células transformadas (levaduras o 
superiores) en Sambrook J y col., "Molecular Cloning: A laboratory Manual", 3ª edición.

Los contenidos proporcionados anteriormente respecto a la elección del promotor, los péptidos señal funcionales de 
secreción, la elección del formato de vectores, la elección de células huésped, el uso de marcadores de selección, y 45
el uso de elementos de estabilización, se aplican mutatis mutandis al procedimiento de la invención. La única 
diferencia en estos contenidos y los contenidos pertenecientes al procedimiento de la invención es la composición 
precisa de la secuencia codificante en el vector, ya que el procedimiento de la invención no depende de la presencia 
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de un polinucleótido quimérico como se define en el presente documento. Se prefiere, sin embargo, que el vector de 
expresión usado en el procedimiento de la invención sea un vector de expresión de la invención.

En algunas realizaciones, el procedimiento de la invención comprende la etapa adicional de someter el polipéptido 
obtenido en la etapa (c) a modificación post-traduccional - esto implica tanto modificaciones post-traduccionales que 
se realizan por la célula huésped (y consecuentemente hechas antes de la recuperación del polipéptido) como 5
modificaciones hechas in vitro después de la recuperación del polipéptido.

La etapa (a) del procedimiento de la invención normalmente comprende las etapas de introducir el vector en la célula 
huésped y posteriormente seleccionar los transformantes que expresan un gen marcador de selección presente en 
el vector. Los genes marcadores de selección útiles se han detallado anteriormente.

La invención se ilustrará mediante los siguientes ejemplos no limitantes.10

Ejemplo 1

Abreviaturas

Tabla 1:

ATCC The American Type Culture Collection

CEP Células, protocolo experimental

DMSO Dimetilsulfóxido

ELISA Ensayo inmunoabsorbente ligado a 
enzimas

FBS Suero bovino fetal

LAF Flujo laminar de aire

PCR Reacción en cadena de la polimerasa

T25 Matraz de cultivo tisular, 25 cm2

T75 Matraz de cultivo tisular, 75 cm2

V Volumen

Wt Tipo silvestre

Pb Par de bases

SOE-PCR Con corte y ayuste por extensión de 
solapamiento

ON Durante una noche

LB Caldo Lauria

ADN Ácido desoxirribonucleico

E.coli Escherichia coli

MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS15

Línea celular

Se obtuvieron células S2 de Drosophila de la ATCC (CRL-1963, lote nº 3225543)

Se resucitó un vial de células S2 de Drosophila de la ATCC y se expandió en matraces de cultivo tisular. Cuando el 
número de células excedió de 108 células, se estableció un blanco celular que consistía en veinte viales que 
contenían 2x107 células S2 de Drosophila en 1 ml de medio de congelación (Excell420 + FBS al 50% + DMSO al 20
10%) y se almacenó a -80°C.

Construcción de plásmidos

Materias primas (Tabla 2):

Nombre Propósito Fuente comercial

NcoI Enzima de restricción New England Biolab

HindIII Enzima de restricción New England Biolab

XbaI Enzima de restricción New England Biolab

NotI Enzima de restricción New England Biolab
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EcoRI Enzima de restricción New England Biolab

XmnI Enzima de restricción New England Biolab

SphI Enzima de restricción New England Biolab

NheI Enzima de restricción New England Biolab

SpeI Enzima de restricción New England Biolab

SAP Fosfatasa alcalina de camarón New England Biolab

ADN ligasa T4 Ligasa New England Biolab

Polimerasa PfuUltra II Para PCR de fragmentos de 
construcción

Stratagene

Oligos Para amplificación por PCR DNA Technology

dNTP Para PCR New England Biolab

BigDye Versión 1 Kit de secuencia Applied Biosystem

Agarosa SeaKem GTG Geles de agarosa para electroforesis New England Biolab

SyberSafe Tinción de geles de agarosa Invitrogen

Extracción de gel Qiaquick Recuperar fragmentos de ADN de 
los geles

Qiagen

Tampón TE Tampón de almacenamiento para 
ADN

Qiagen

Tampón TBE Tampón de electroforesis Life Technologies

Kit Charge Switch Plasmid Er Mini Purificación de plásmidos Invitrogen

Termociclador PCR, ligamiento, secuenciación Biometra

ABI PRISM 310 Analizador de secuencia Applied Biosystem

Zeocina Antibiótico InVitrogen

DH10B Cepa huésped para amplificación de 

plásmidos

LifeTechnologies

Vectores obtenidos de forma comercial (Tabla 3):

Vector Promotor Resistencia a antibiótico Fuente comercial

p2Zop2F pOPIE2 Zeocina RCT

pAc5.1/V5-HisA pAc5.1 
(Actina5C)

Ampicilina para E. coli, sin marcador 
para S2

Invitrogen

pCoHygro Higromicina Invitrogen

pMT/V5.His pMT Ampicilina para E. coli, sin marcador 
para S2

Invitrogen

Vectores creados en este estudio (Tabla 4) (Todos los vectores confieren resistencia a Zeocina)

Nombre Cepa no 
huésped

Número de 
plásmido

Longitud Característica principal

p2ZOp2F-NheI MR#3070 P2260 2779 Vector comercial con promotor pOPIE2 y un sitio 
de corte por NheI insertado

pHP10 MR#3071 P2261 2310 Promotor central de Actina5C

pHP11 MR#3072 P2262 4742 Promotor mutante de longitud completa de 
Actina5C

pHP12 MR#3073 P2263 2503 Promotor truncado de Hsp70

pHP12-Afl II MR#3097 P2287 2506 Sitio de corte añadido para pHp12
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pHP13 MR#3074 P2264 2676 Promotor genómico de longitud completa de 
HSP70

pHP14 MR#3075 P2265 4509 NA

pHP15a MR#3080 P2270 2040 Intercambio de promotores pOPIE2 y EM7 
delante de ZeoR para el promotor bacteriano de 

HSP70 y pTRC

pHP15b MR#3081 P2271 2233 Intercambio de promotores pOPIE2 y EM7 
delante de ZeoR para el promotor bacteriano 

central de Actina5C y TRC

pHP15c MR#3082 P2272 2073 Intercambio de promotores pOPIE2 y EM7 
delante de ZeoR para el promotor bacteriano 

central de Actina5C y KanR

pHP16 MR#3084 P2274 2309 Promotor central de HSP70

pHP17 MR#3086 P2276 3687 Promotor truncado de actina5c_2

pHP18 MR#3087 P2277 2830 Promotor truncado de actina5c_3, 612 pb

pHP18-Afl II MR#3098 P2288 2833 Sitio de corte añadido para pHp18

Para este estudio se usó la proteína modelo, ligando de RANK (RANK-L, o RANKL). Esta proteína se insertó 
después de la secuencia señal de BIP, en el sitio de clonación múltiple, en cada uno de los vectores ensayados.

La secuencia de pKanR usada de acuerdo con los presentes ejemplos: 
AAGGGATTTTGGTCATGAACAATAAAACTGTCTGCTTACATAAACAGTAATACAAGGGGTGTT 5
CATAGTATAATACGACTCACTATAGGAGGGCC (SEC ID Nº 63, secuencia en negrita el promotor KanaR, 
secuencia restante el promotor EM7).

Construcción de vectores para S2

pZOp2F-NheI (p2260, cepa MR#3070). El vector se creó con sitio NheI cadena abajo de SV40 usando el kit de 
mutagénesis dirigida al sitio QuikChange de Stratagene, para vectores de clonación con diferentes promotores10

El QuickChange se preparó con los cebadores 975 y 976 usando p1205 como molde. El producto de PCR se trató 
con DpnI durante una hora a 37°C y se transformó en células DH10B, se sembró en placas de agar LB que 
contenían 0,75 ug/ml de Zeocina y se incubaron ON.

El plásmido se ha secuenciado completamente usando los cebadores 590

pHP11 (p2263, cepa MR#3073) se construyó por amplificación por PCR de una etapa. La PCR se preparó con los 15
cebadores 980 y 979 usando p805 (pAc5.1/V5-HisA) como molde. El fragmento resultante era de 2540 pb, que 
contenía el promotor de Actina 5C. El fragmento de PCR se digirió con las endonucleasas de restricción NheI y 
HindIII y se clonó en p2260 digerido con NheI y HindIII y tratado con SAP. Se ligó durante una noche en un 
termociclador. El producto de ligamiento se transformó en células DH10B, se sembró en placas de agar LB que 
contenían 0,75 ug/ml de Zeocina y se incubaron ON.20

En el plásmido resultante, se ha secuenciado completamente el inserto usando los cebadores 590, 981, 986 y 917.

El vector pHP12 (p2263, cepa MR#3073) se construyó por amplificación por PCR de una etapa. La PCR se 
preparó con los cebadores 981 y 982 usando p2546 como molde. El fragmento resultante era de 299 pb, que 
contenía el promotor de Hsp70 de Hsp70-pFast-Bac que se obtuvo del ADN genómico de células S2.

El fragmento de PCR se digirió con las endonucleasas de restricción NheI y HindIII y se clonó en p2260 digerido con 25
NheI y HindIII y tratado con SAP. Se ligó durante una noche en un termociclador. El producto de ligamiento se 
transformó en células DH10B, se sembró en placas de agar LB que contenían 0,75 ug/ml de Zeocina y se incubaron 
ON.

En el plásmido resultante, se ha secuenciado completamente el inserto usando los cebadores 590, 981, 986 y 917.

pHP13 (p2264, cepa MR#3074) se construyó por amplificación por PCR de una etapa. La PCR se preparó con los 30
cebadores 983 y 984 usando p2546 como molde. El fragmento resultante era de 473 pb, que contenía el promotor 
de longitud completa de Hsp70 de Hsp70-pFast-Bac que se obtuvo del ADN genómico de células S2.

El fragmento de PCR se digirió con las endonucleasas de restricción NheI y HindIII y se clonó en p2260 digerido con 
NheI y HindIII y tratado con SAP. Se ligó durante una noche en un termociclador. El producto de ligamiento se 
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transformó en células DH10B, se sembró en placas de agar LB que contenían 0,75 ug/ml de Zeocina y se incubaron 
ON.

En el plásmido resultante, se ha secuenciado completamente el inserto usando los cebadores 590, 984 y 917.

Cambio del promotor OpIE2 y EM7 cadena arriba del gen ZeoR en vectores

pHP15a (p2270, cepa MR#3080)5

El vector contenía el promotor ptrc en lugar del promotor EM7 y el promotor de Actina 5C en lugar de OpIE2 todos 
cadena arriba del gen ZeoR.

La construcción se construyó por SOE-PCR. El primer fragmento de PCR1 se preparó con los cebadores 4007 y 
4009 usando p2263 como molde. El producto resultante de PCR tiene el tamaño de 234 pb.

El segundo fragmento de PCR2 se preparó con los cebadores 4008 y 4000 usando p2263 como molde. El fragmento 10
tiene el tamaño de 1134 pb.

La SOE-PCR se preparó mezclando los productos de PCR1 y PCR2. Finalmente el fragmento se amplifica usando 
los cebadores 4000 y 4009.

El fragmento resultante era de 1433 pb y se digirió con las endonucleasas de restricción EcoRI y NcoI y se clonó en 
p2263 digerido con EcoRI y NcoI y tratado con SAP. Se ligó durante una noche en un termociclador. El producto de 15
ligamiento se transformó en células DH10B, se sembró en placas de agar LB que contenían 0,75 ug/ml de Zeocina y 
se incubaron ON.

En el plásmido resultante, se ha secuenciado completamente el inserto usando los cebadores 1892, 2232, 2233, 
2234, 2235, 2236, 2007, 4000, 4002, 4007 y 4009.

pHP15b (p2271, cepa MR#3081)20

El vector es casi como pHP15a pero contiene el promotor de Hsp70 en lugar del promotor de Actina 5C cadena 
arriba del gen ZeoR. Se construyó por amplificación por PCR de una etapa. La PCR se preparó con los cebadores 
4001 y 4002 usando p2270 como molde. El fragmento resultante era de 290 pb, que contenía el promotor de actina 
5c.

El fragmento de PCR se digirió con las endonucleasas de restricción XmnI y SphI y se clonó en p2270 digerido con 25
XmnI y SphI y tratado con SAP. Se ligó durante una noche en un termociclador. El producto de ligamiento se 
transformó en células DH10B, se sembró en placas de agar LB que contenían 0,75 ug/ml de Zeocina y se incubaron 
ON.

En el plásmido resultante, se ha secuenciado completamente el inserto usando los cebadores 2007, 4000 y 4001.

pHP15c (p2272, cepa MR#3082) que contiene la secuencia promotora cadena arriba para KanaR en lugar del 30
promotor EM7 cadena arriba del gen ZeoR.

La construcción se construyó por SOE-PCR. El primer fragmento de PCR1 se preparó con los cebadores 4003 y 
4009 usando p2270 como molde. El producto resultante de PCR tiene el tamaño de 296 pb.

El segundo fragmento de PCR2 se preparó con los cebadores 4004 y 2007 usando p2270 como molde. El fragmento 
tiene el tamaño de 189 pb.35

La SOE-PCR se preparó mezclando los productos de PCR1 y PCR2. Finalmente el fragmento se amplifica usando 
los cebadores 4009 y 2007.

El fragmento resultante de 450 pb se digirió con las endonucleasas de restricción SphI y NcoI y se clonó en p2270 
digerido con SphI y NcoI y tratado con SAP. Se ligó durante una noche en un termociclador. El producto de 
ligamiento se transformó en células DH10B, se sembró en placas de agar LB que contenían 0,75 ug/ml de Zeocina y 40
se incubaron ON.

En el plásmido resultante, se ha secuenciado completamente el inserto usando los cebadores 2007 y 4003.

Construcción del promotor truncado de Actina 5c a partir de pHP11

pHP17 (p2276, cepa MR#3086) que contiene la secuencia truncada del promotor de Actina 5c de 1486 pb.

El vector p2262 se digirió con las endonucleasas de restricción SphI y NheI y el vector se ligó de nuevo con el uso 45
de Klenow. El producto de ligamiento se transformó en células DH10B, se sembró en placas de agar LB que 
contenían 0,75 ug/ml de Zeocina y se incubaron ON.
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Se exploraron las colonias por PCR de colonias usando los cebadores 590 y 980. Los insertos correctos presentan 
un fragmento de ADN que tiene el tamaño de 1510 pb.

En el plásmido resultante, se ha secuenciado completamente el inserto usando los cebadores 590, 917, 990, 992, 
993, 994, 995 y 2509.

pHP18 (p2277, MR#3087) que contiene la secuencia truncada del promotor de Actina 5c de 612 pb.5

El vector p2262 se digirió con las endonucleasas de restricción SpeI y NheI y el vector se ligó de nuevo con el uso 
de Klenow. El producto de ligamiento se transformó en células DH10B, se sembró en placas de agar LB que 
contenían 0,75 ug/ml de Zeocina y se incubaron ON.

Se exploraron las colonias por PCR de colonias usando los cebadores 590 y 980. Los insertos correctos presentan 
un fragmento de ADN que tiene el tamaño de 660 pb.10

En el plásmido resultante, se ha secuenciado completamente el inserto usando los cebadores 590, 917, 993, 995 y 
2509.

pHP12-Afl II (p2287, cepa MR#3097) El vector se construyó por SOE-PCR. El primer fragmento de PCR1 se 
preparó con los cebadores 987 y 4036 usando p2263 como molde. El producto resultante de PCR tiene el tamaño 
de 217 pb.15

El segundo fragmento de PCR2 se preparó con los cebadores 4035 y 986 usando p22630 como molde. El fragmento 
tiene el tamaño de 190 pb.

La SOE-PCR se preparó mezclando los productos de PCR1 y PCR2. Finalmente el fragmento se amplifica usando 
los cebadores 986 y 987.

El fragmento resultante de 362 pb se digirió con las endonucleasas de restricción NheI y HindIII y se clonó en p2263 20
digerido con NheI y HindIII y tratado con SAP. Se ligó durante una noche en un termociclador. El producto de 
ligamiento se transformó en células DH10B, se sembró en placas de agar LB que contenían 0,75 ug/ml de Zeocina y 
se incubaron ON.

En el plásmido resultante, se ha secuenciado completamente el inserto usando el cebador 982.

Clonación de vectores híbridos con el promotor central de actina5c y central de Hsp70.25

pHP18-Afl II (p2288, cepa MR#3098) El vector se construyó por SOE-PCR. El primer fragmento de PCR1 se 
preparó con los cebadores 987 y 4038 usando p2277 como molde. El segundo fragmento de PCR2 se preparó con 
los cebadores 4037 y 986 usando p2277 como molde. El fragmento tiene el tamaño de 224 pb.

La SOE-PCR se preparó mezclando los productos de PCR1 y PCR2. Finalmente el fragmento se amplifica usando 
los cebadores 986 y 987.30

El fragmento resultante de 689 pb se digirió con las endonucleasas de restricción NheI y HindIII y se clonó en p2277 
digerido con NheI y HindIII y tratado con SAP. Se ligó durante una noche en un termociclador. El producto de 
ligamiento se transformó en células DH10B, se sembró en placas de agar LB que contenían 0,75 ug/ml de Zeocina y 
se incubaron ON.

En el plásmido resultante, se ha secuenciado completamente el inserto usando el cebador 980.35

pHP19 vector híbrido de central de actina5c, que contiene el promotor central de Actina5C y la secuencia promotora 
de Hsp70 cadena arriba del promotor central de Hsp70.

El vector p2288 se digirió con las endonucleasas de restricción AflII y HindIII, el producto resultante tiene el tamaño 
de 178 pb y el fragmento se clona en p2287 digerido con AflII y HindIII. Se ligó durante una noche en un 
termociclador. El producto de ligamiento se transformó en células DH10B, se sembró en placas de agar LB que40
contenían 0,75 ug/ml de Zeocina y se incubaron ON.

Se exploraron las colonias por PCR de colonias usando los cebadores 4000 y 917. Los insertos correctos presentan 
un fragmento de ADN del tamaño esperado. En el plásmido resultante, se ha secuenciado completamente el inserto 
usando los cebadores 980 y 917.

pHP20 híbrido-central de Hsp70, que contiene el promotor central de Hsp70 y la secuencia promotora de Actina5C 45
cadena arriba del promotor central de Actina5c.

El vector p2287 se digirió con las endonucleasas de restricción AflII y HindIII, el producto resultante tiene el tamaño 
de 144 pb y se clona en p2288 digerido con AflII y HindIII. Se ligó durante una noche en un termociclador. El 
producto de ligamiento se transformó en células DH10B, se sembró en placas de agar LB que contenían 0,75 ug/ml 
de Zeocina y se incubaron ON.50
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Se exploraron las colonias por PCR de colonias usando los cebadores 993 y 901. Los insertos correctos presentan 
un fragmento de ADN que tiene el tamaño de 478 pb. En el plásmido resultante, se ha secuenciado completamente 
el inserto usando los cebadores 986 y 917.

Cultivo y mantenimiento de líneas celulares

Materiales5

Crioviales, 1,8 ml: Nunc cat.nº 377267

Excell420: SAFC cat.nº 14420

Suero bovino fetal, FBS, 500 ml: Life Technologies cat.nº 10099-141

Matraces de agitación, 250 ml con tapón ventilado de 0,2 µm: Corning cat.nº 431144 (Volumen de trabajo: 25-70 ml)

Matraces de agitación, 1000 ml con tapón ventilado de 0,2 µm: Corning cat.nº 431147 (Volumen de trabajo: 100-10
225ml)

Matraces de cultivo tisular, 25 cm2: Greiner cat.nº 690160 (Volumen de trabajo: 4-8 ml)

Matraces de cultivo tisular, 75 cm2: Greiner cat.nº 658170

Inicio del cultivo celular a partir de reservas congeladas

1. Se retira uno (o más) vial(es) del nitrógeno líquido y se coloca en un baño de agua a 23°C. Se descongela 15
rápidamente con agitación suave hasta que las células están casi descongeladas. Se retira el(los) vial(es) del 
baño de agua. Cada vial contiene células 4E7 en 1 ml de medio de congelación (40% de Excell420 + 50% de 
FBS + 10% de DMSO)

2. Se descontamina rápidamente el exterior del vial tratando con etanol al 70% y se transfiere suavemente la 
suspensión celular a un tubo de centrífuga que contiene 7 ml de medio a 23°C (Excell420 + FBS al 10%) y se 20
centrifuga a 330xg durante 2 minutos

3. Se descarta el medio para retirar el DMSO, se resuspenden las células en 5 ml de medio a 23°C (Excell420 
+ FBS al 10%) y se transfiere la suspensión a un T25

4. Se incuba a 23°C hasta que las células alcanzan una densidad de 6E6-9E6 células/ml. Esto lleva 2-4 días. 
Se inspeccionan y cuentan las células diariamente mediante el uso de un contador celular y se anota la 25
concentración y viabilidad de las células. La viabilidad típicamente aumentará hasta el 80-90% en 3-4 días.

Expansión de las células en matraces T

1. Se transfiere el cultivo celular del T25 a un T75 y se añaden 10 ml de medio a 23°C (Excell420 + FBS al 
10%). Se incuba a 23°C hasta que las células alcanzan una densidad de 6E6-9E6 células/ml. Esto lleva 2-4 
días. Se inspeccionan y cuentan las células diariamente mediante el uso de un contador celular y se anota la 30
concentración y viabilidad de las células. La viabilidad típicamente será >90%.

2. Se transfiere el cultivo celular del T75 a dos T75 y se añaden 10 ml de medio a 23°C (Excell420 + FBS al 
10%) a cada uno de ellos. Se incuban a 23°C hasta que las células alcanzan una densidad celular de 6E6-9E6 
células/ml. Esto lleva 2-4 días. Se inspeccionan y cuentan las células diariamente mediante el uso de un 
contador celular y se anota la concentración y viabilidad de las células. La viabilidad típicamente será >90%.35

3. Se transfiere el cultivo celular de los dos T75 a un matraz de agitación desechable de 250 ml y se añaden 25 
ml de medio a 23°C (Excell420). Se incuban las células a 110 rpm y 23°C hasta que las células alcanzan una 
densidad de 1,5E7-2E7 células/ml. Esto lleva 3-4 días. Se inspeccionan y cuentan las células desde el día 2 
post-transferencia mediante el uso de un contador celular y se anota la concentración y viabilidad de las 
células. La viabilidad típicamente será >90%.40

Expansión de las células en matraces de agitación

1. Se transfiere el cultivo celular del R250 a un tubo de centrífuga y se centrifugan las células a 330xg durante 
5 minutos. Se resuspenden las células en medio fresco (Excell420) hasta una densidad celular de 8E6 
células/ml en un matraz de agitación apropiado. Se incuban a 110 rpm y 23°C hasta que las células alcanzan 
una densidad de 2,5E7-3,5E7 células/ml. Esto lleva 3-4 días. Se inspeccionan y cuentan las células desde el 45
día 2 post-transferencia mediante el uso de un contador celular y se anota la concentración y viabilidad de las 
células. La viabilidad típicamente será >90%.

2. Se expande el cultivo celular en matraces de agitación de 1000 ml hasta que se obtiene una cantidad total 
de células de 8,5E9 células: Cada 3-4 días, las células se dividen por centrifugación y se resuspenden hasta 
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una densidad celular de 8E6 células/ml en medio fresco (Excell420) en nuevos matraces de agitación. Las 
células deben usarse para la preparación del banco maestro de células dos días después del último sub-
cultivo.

Preparación de un banco de células

1. Se inspeccionan y cuentan las células mediante el uso de un contador celular y se anota la concentración y 5
viabilidad de las células. La viabilidad típicamente será >90%. Se transfiere la suspensión celular 
correspondiente a 8E9 células a un tubo de centrífuga y se centrifuga a 330xg durante 5 minutos. Se 
resuspenden las células en 200 ml de medio de congelación a 4°C (40% de Excell420, 50% de FBS y 10% de 
DMSO) y se reparten rápidamente alícuotas de 1 ml de suspensión celular en cada criovial.

2. Se transfieren los crioviales a criocajas Mr. Frosty de 4°C y se colocan las cajas en un congelador a -80°C.10

3. Se transfieren los crioviales después de 6 a 48 horas a nitrógeno líquido para su almacenamiento. (Volumen 
de trabajo: 12-25 ml).

Transfección de células

Se usan células de un cultivo en crecimiento mantenido como se ha estipulado anteriormente, que se ha 
diluido o resuspendido después de centrifugación uno a dos días antes de la transfección. La viabilidad debe 15
ser > 90%.

1. Se transfiere la suspensión celular correspondiente a aprox. 3,2E7 células por transfección a un tubo de 
centrífuga y se centrifuga a aprox. 125xg durante aprox. tres minutos.

2. Se resuspende en aprox. 4 ml de medio a aprox. 23°C por transfección y se transfieren 4 ml de suspensión 
celular a cada T25. 20

3. Se transfieren aprox. 6,3 ug de cada ADN a tubos eppendorf individuales.

4. Se añade tampón EC a cada tubo eppendorf que contiene ADN para dar un volumen final de 150 ul.

5. Se mezcla el ADN y el tampón EC pipeteando arriba y abajo un par de veces. 

6. Se añaden 50 ul de potenciador a los tubos eppendorf que contienen ADN y tampón EC.

7. Se agita con vórtice la mezcla de ADN durante 1 segundo.25

8. Se incuba a 20-25°C durante dos-cinco minutos.

9. Se añaden 140 ul de Effectene a los tubos eppendorf que contienen la mezcla de ADN.

10. Se mezcla pipeteando arriba y abajo cinco veces.

11. Se incuba a 20-25°C durante cinco-diez minutos.

12. Se añaden 1,5 ml de medio a los tubos y se mezclan pipeteando arriba y abajo un par de veces.30

13. Cuidadosamente se deja que la mezcla de ADN caiga hasta la suspensión celular en el T25 y se inclinan 
cuidadosamente los matraces hacia delante y hacia atrás.

14. Se incuban a aprox. 23°C.

Se describen otros procedimientos adecuados para la transfección en células S2 de Drosophila melanogaster en 
Park J.H.; Kim H.Y.; Han K.H.; Chung I.S, Optimization of transfection conditions for expression of green fluorescent 35
protein in Drosophila melanogaster S2 cells - a highly efficient, lipid-mediated DNA-transfection procedure. Enzyme 
and Microbial Technology, Volumen 25, Número 7, Octubre 1999, pág. 558-563(6).

El reactivo de transfección Effectene es una formulación lipídica no liposómica que tiene citotoxicidad mínima por 
transfección en presencia de suero y tiene alta eficacia de transfección. El reactivo Effectene se usa junto con el 
potenciador y el tampón de condensación de ADN (tampón EC) para conseguir altas eficacias de transfección.40

Transfecciones transitorias

Después de la transfección se deja que las células crezcan y produzcan a 23°C durante 2 a 4 días antes de tomar 
una muestra para la determinación de la cantidad de células, la proteína de interés y las proteínas totales. No debe 
añadirse agente de selección durante las transfecciones transitorias.

Preparación de líneas celulares estables45
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Después de la transfección se deja que las células crezcan durante 1 a 2 días antes de añadir 1,5 mg/ml de Zeocina 
(u otro agente de selección apropiado a concentración apropiada). Las células después se expanden en matraces T 
y matraces de agitación como se ha descrito anteriormente (Expansión de las células en matraces T; Expansión de 
las células en matraces de agitación). Después de 2 a 4 semanas estarán presentes solamente las células 
resistentes al marcador de selección, a causa de la integración del marcador de resistencia en el genoma, y la línea 5
celular puede considerarse estable. El agente de selección en este punto puede dejarse fuera de las etapas 
adicionales de cultivo o propagación, y las células pueden congelarse como se ha descrito anteriormente.

Análisis

Se usó ELISA para analizar la proteína modelo (ligando de RANK) usada en este estudio. Se usó el análisis de 
proteínas totales de Bradford para determinar la concentración de proteínas totales.10

Resultados

Se ha creado una gama de vectores con niveles potenciados de expresión de proteínas. Hay 3 clases principales de 
vector de expresión NN2: La primera clase comprende vectores con diferentes variantes del promotor de actina5C 
que dirige la expresión de proteínas; la segunda clase se refiere a vectores que emplean el promotor de HSP70, 
mientras que la tercera implica promotores híbridos de actina5C/HSP70.15

Se investigó un promotor mutante de Actina5c (véanse las mutaciones en la sección de alineamiento de secuencias) 
para determinar su nivel de expresión de proteínas (vector pHP11). Se descubrió que el promotor mutante de 
Actina5C provocaba un nivel de expresión uniformemente mayor en comparación con pOPIE2 (véase la Fig. 1).

También se ensayaron dos versiones del promotor de HSP70 de S2 de Drosophila melanogaster. El primer 
promotor era el promotor de longitud completa de HSP70 (457 pb, vector pHP 13), mientras que el segundo era una 20
versión truncada de HSP70 (59 pb a 342 pb, véase la sección de secuencias, vector pHP12). Se descubrió que la 
versión truncada tenía niveles de expresión de proteínas hasta cinco veces mayores en comparación con el 
promotor de longitud completa (véase la figura 2). También se observó que el promotor truncado de HSP70 se 
expresaba a alto nivel en líneas celulares estables así como transitorias (véanse las figuras 3 y 4).

El promotor mutante de Actina5C y el promotor truncado de HSP70 se estudiaron adicionalmente a través de 25
truncamiento. Los resultados de expresión de proteínas para líneas celulares tanto transitorias como estables 
pueden observarse en la figura 3 y 4.

Se consiguió un aumento de 3 a 9 veces en la expresión de proteínas sobre el promotor pOPIE2 para las variantes 
de promotor de Actina5C y HSP70 en las líneas celulares estables (figura 3). Además, se consiguió un aumento en 
el nivel promedio de expresión sobre el promotor de longitud completa de Actina5c usando el promotor truncado más 30
corto de Actina5C (Actina5C_3, vector pHP18), aunque serán necesarios más experimentos para confirmar si tiene 
expresión significativamente mayor. Sin embargo, también puede observarse esta tendencia para transfecciones 
transitorias (véase la figura 4). El mayor nivel de expresión se observó para el promotor de HSP70, aunque la 
secuencia promotora central de HSP70 condujo a un nivel de expresión significativamente reducido en comparación 
con pOPIE2 así como el promotor truncado de HSP70. El nivel de expresión del promotor truncado de HSP70, 35
aunque siembre mayor que pOPIE2, fue altamente variable de una transfección a otra. Se espera que optimizando 
la transfección para esta construcción se reduzca la variación en las diferentes líneas celulares policlonales estables. 
Sin embargo, las líneas policlonales estables, una vez establecidas, no mostraron variación significativa en la 
expresión con el tiempo. Las líneas celulares policlonales estables resultantes después de la transfección deben, por 
lo tanto, explorarse antes de su uso para encontrar las combinaciones policlonales de mejor expresión.40

Los niveles de expresión de proteínas se aumentaron de 4 a 12 veces en transformaciones transitorias en 
comparación con el promotor pOPIE2. El promotor truncado más corto de Actina5C (vector pHP18) tuvo el nivel de 
expresión uniforme más alto en transfecciones transitorias.

Se compararon los promotores centrales de Actina5C (vector pHP10) y HSP70 (vector pHP16) con pOPIE2 para 
obtener perspectivas adicionales en sus propiedades relativas. El nivel de expresión del promotor central de HSP70 45
es significativamente mayor que el promotor central de Actina5C, aunque ambos promotores son significativamente 
más débiles que el promotor pOPIE2 que se usó como control interno. (Figura 5)

El promotor central de Actina5C se usó para expresar el gen de resistencia a zeocina ZeoR junto con el promotor 

bacteriano de KanR (vector pHP15c). Esto permite el uso de Zeocina como marcador de selección en células 
tanto de E. coli como S2 de insecto. Además, el promotor central de Actina5C es significativamente más débil que el 50
promotor pOPIE2 usado para expresar el marcador de resistencia a zeocina en p2ZOp2F. Esto conduce a una 
disminución de 2 veces en la resistencia al antibiótico después de la transfección en comparación con células 
transfectadas con el plásmido p2ZOp2F, que conduce a 2 veces menos Zeocina (0,75 mg/ml frente a 1,5 mg/ml) a 
usar cuando se seleccionan células estables.
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Además, se incluyeron diferentes marcadores de selección para permitir mayor flexibilidad en la aplicación de los 
vectores. Se incluyen los siguiente marcadores: Zeocina, neomicina y blasticidina.

Alto nivel de expresión conseguido por un promotor mutante o truncado de Actina5C

Se comparó el nivel de expresión de un promotor mutante de Actina5C con el promotor pOPIE2 disponible en el 
mercado, y se descubrió que era significativamente mayor (véase la figura 1). Se consiguieron aumentos adicionales 5
en el nivel de producción de proteínas por truncamiento del promotor de Actina5C a 612 pb a partir del de 2532 pb 
de longitud completa (SEC ID Nº 3). El promotor truncado tubo una producción de proteínas 5 veces aumentada 
para líneas celulares estables en comparación con el vector p2ZOp2F disponible en el mercado que contenía el 
promotor pOPIE2. Además, los niveles de expresión transitoria aumentaron hasta 12 veces en comparación con el 
nivel de expresión obtenido con el vector p2ZOp2F. (véase la figura 3 y 4)10

Efecto del truncamiento del promotor genómico de HSP70

En células S2 de Drosophila melanogaster, los mecanismos reguladores no solamente conducen a la inducción de 
HSP70 de choque térmico, sino que también evita la expresión a temperaturas normales (Feder y col. 1992, Genes
Dev. Agosto;6(8):1402-13). Sorprendentemente, el promotor truncado de HSP70 mostró el mayor nivel de expresión 
en líneas celulares transfectadas de forma estable en comparación con los promotores de Actina5C y pOPIE2 15
(véase la figura 3). Sin embargo, se retiraron 58 pb desde el extremo cadena arriba del promotor genómico de 
longitud completa y 114 pb desde el extremo cadena abajo del promotor, durante la clonación para crear el promotor 
truncado. Parece probable que este truncamiento provoque directamente el alto nivel de expresión desregulada 
(constitutiva) observado. En la figura 2 se contrasta el alto nivel de expresión constitutiva del promotor truncado de 
HSP70 con el bajo nivel de expresión del promotor de longitud completa en transfecciones transitorias. Esto indica 20
una mitigación de la represión del promotor.

Reducción de la concentración requerida de Zeocina durante selección de líneas celulares estables

El uso del nivel de expresión significativamente debilitado (en comparación con los promotores de longitud completa 
y pOPIE2) del promotor central de Actina5C junto con el promotor bacterianos de KanR provoca una sensibilidad 
aumentada a Zeocina de las líneas celulares transfectadas (2 veces). Una resistencia inferior podría ayudar a 25
seleccionar eventos de integración multicopia superior para compensar el escaso nivel de expresión del marcador de 
resistencia ZeoR, lo que conduce a un mayor nivel de expresión de proteínas del gen de interés. La capacidad de 
seleccionar eventos de integración génica de alto número de copias usando menos Zeocina cuando se preparan 
líneas celulares estables sería una ventaja en sí misma, ya que la Zeocina es un mutágeno y podría tener efectos 
adversos e inesperados sobre las células.30

Expresión aumentada a través de promotores híbridos de Actina5C/HSP70

En los experimentos analizados anteriormente, se descubrió que el promotor truncado de HSP70 conducía al mayor 
nivel de expresión en líneas celulares estables (Fig. 3). Sin embargo, el mayor nivel de expresión durante 
transfecciones transitorias se consiguió usando el promotor truncado más corto de Actina5C (Actina5C_3) (Fig. 4). 
Además, se descubrió que el promotor central de HSP70 tenía un nivel de expresión 4 veces mayor en comparación 35
con el promotor central de Actina5C durante transfección transitoria (Fig. 5).

Por lo tanto se decidió preparar promotores híbridos, donde se intercambiaran el promotor central de Actina5C y 
HSP70 en los promotores truncado de Actina5C y truncado de HSP70, respectivamente. Se creyó que esto conduce 
a un aumento significativo en el nivel de expresión en el promotor híbrido de Actina5C-central de HSP70 en 
comparación con el promotor original de Actina5C.40

Construcción de vectores

Se solicitó el ADN para el vector pHP34s de forma sintética en GeneART, Alemania (SEC ID Nº 58). Todos los 
vectores creados a partir de pHP34s se prepararon usando el ADN sintético solicitado en 

GeneART, Alemania y los cebadores solicitados en DNA-technology, Dinamarca,

La secuencia codificante del promotor híbrido se creó en el plásmido pHP34s-Híbrido, por PCR de la secuencia 45
codificante del promotor central de HSP70 a partir del ADN del promotor sintético de HSP70 (SEC ID Nº 37) 
solicitado en GeneART (cebadores de PCR: GCGAACTTAAGAGCGCCGGAGTATAAATAG (SEC ID Nº 64) y 
CCAAGCTTCTGCAGATTGTTTAGCTTG (SEC ID Nº 65). Después se hizo una segunda PCR para obtener el 
promotor de Actina 5c cadena arriba del promotor (cebadores: GGTTTGTCCAAACTCATCAATGTAT (SEC ID Nº 66) 
y TATACTCCGGCGCTCTTAAGTTCGCTCGCGTTCAAAACTTTTACC (SEC ID Nº 67)) a partir de pHP34s, y se 50
fusionaron los dos fragmentos de PCR usando PCR.

El producto de PCR fusionado resultante después se digirió con SpeI y HindIII, y se ligó en el vector pHP34s 
digerido con SpeI y HindIII de acuerdo con procedimientos convencionales de biología molecular. El ADN  también 
puede solicitarse de forma sintética para el promotor híbrido y clonarse usando SpeI y HindII en pHP34s-Híbrido.
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El intrón (sintético, SEC ID Nº 60)) se solicitó en GeneART y se insertó por GeneART en el vector pHP34s-Híbrido 
entre los sitios de restricción SacI y EcoRI para crear el vector pHP34s-Híbrido.i.

La región de unión a matriz de HSP70 o elemento hSAR (SEC ID Nº 59), se insertó en pHP34s-Híbrido en dos 
posiciones que flanquean el casete de expresión. El elemento hSAR se solicitó como una secuencia sintética en 
GeneART con sitios SpeI y NarI flanqueantes en cada lado. El vector pHP34s-híbrido y el vector GeneART que 5
contiene hSAR se digirieron con NarI, los fragmentos deseados se purificaron en gel y se ligaron para producir dos 
vectores, pHP34s-Híbrido-hSAR-F o -R (-F o -R indicaba orientación directa o inversa), con el elemento hSAR 
insertado en ambas orientaciones. Cada uno de estos dos vectores y el vector GeneART que contiene hSAR se 
digirieron después con SpeI, los fragmentos deseados se purificaron en gel y se ligaron para crear cuatro vectores. 
Los cuatro vectores contienen dos elementos hSAR en las cuatro orientaciones posibles.10

Los vectores mencionados anteriormente y las secuencias codificantes de ADN de proteína modelo RANKL 
(variante hRP1.12-RA) y las secuencias codificantes de ADN de  proteína modelo HA solicitadas de forma sintética 
se digirieron con EcoRI y NotI, los fragmentos deseados se purificaron en gel y se ligaron (por ejemplo RANKL con 
uno de los vectores o HA con uno de los vectores) para producir los vectores mencionados anteriormente con el 
ADN que codifica RANKL o HA insertado. Los vectores resultantes se llamaron con el nombre de hRP1.12-RA-15
vector o el nombre de HA-vector, por ejemplo: hRP1.12-RA, pHP34s-Híbrido.

Creación de vectores pMT/V5.HIS.A  y pAC5.1 que contienen RANKL y HA (de gripe aviar H5N1). Los vectores se 
obtuvieron de Invitrogen, se digirieron con EcoRI y NotI, los fragmentos deseados se purificaron en gel y se ligaron 
con RANKL o HA sintéticos digeridos con EcoRI y NotI y purificados en gel como se ha descrito anteriormente, para 
producir los vectores pMT/V5 y pAC5.1 con el ADN que codifica RANKL insertado.20

Se creó un vector del marcador de resistencia a kanamicina/Geneticina(G418) y se llamó pHP34s-Híbrido-KanR. El 
vector se creó insertando el ADN sintético solicitado en geneART que codifica el gen de KanR/NeoR (optimizado 
para la expresión en células de E.coli y S2) y el promotor de E. coli en el vector pHP34s-Híbrido. El vector y el 
inserto se digirieron con XmnI y SalI, el vector lineal y los fragmentos que contienen kanR se purificaron en gel y se 
ligaron de acuerdo con procedimientos convencionales.25

El mapa de vector para hRP1.12-RA-pHP34s-Híbrido, pHP34s, pHP34s-híbrido-hSAR-FR, y pHP34s-híbrido.i se 
muestran en las Fig. 10-12.

Transfección

Para los experimentos de comparación se usaron los dos vectores de Invitrogen (pMT/V5.HIS.A y pAC5.1). Estos 
dos vectores no contienen un marcador de selección, y por lo tanto se co-transfectaron con un vector que confiere 30
resistencia a higromicina también obtenido de Invitrogen (pCoHygro). La transfección se realizó de acuerdo con el 
mismo protocolo que para los vectores derivados de pHP34s, pero se añadió el vector de resistencia a higromicina 
para los vectores pMT/V5.HIS.A y pAC5.1 a una proporción de 10:1 (10 veces más vector de expresión que vector 
de resistencia a higromicina).

Los vectores restantes se transfectaron de acuerdo con el procedimiento convencional detallado anteriormente.35

Preparación de líneas celulares estables

Las células resistentes a higromicina se hicieron estables de acuerdo con el mismo procedimiento descrito para las 
células resistentes a Zeocina anteriores, excepto que se añadieron 600 ug/ml de Higromicina al medio en lugar de 
1500 ug/ml de Zeocina.

El vector que confiere resistencia a kanamicina/Geneticina (G418) se transfectó de acuerdo con el procedimiento 40
descrito anteriormente, pero la selección se hizo usando entre 1200 y 1500 ug/ml de G418 en células S2 o con 
concentración convencional de Kanamicina para células de E. coli.

Ensayo de expresión

Inducción con CdCl2.

El vector pMT/V5.HIS.A tiene un promotor inducible por cadmio de modo que para el ensayo de comparación de 45
expresión las células se indujeron con CdCL2. Las células se cultivaron en matraces de agitación durante 2-3 días y 
después se indujeron usando 1 ul de reserva por 1 ml de medio (Reserva: CdCl2 1 mM Sigma C-2544 lote 13H0424: 
183 mg en 1000 ml de H20). Se permitió que las células produjeran proteína durante tres a cuatro días adicionales 
antes de tomar muestras para el análisis.

Los vectores restantes tienen promotores constitutivos y por tanto no hizo falta inducirlos. Se tomaron muestras 50
después de 3-4 días de cultivo y producción.

Los experimentos se realizaron por duplicado o triplicado (véanse los siguientes datos sin procesar) en matraces de 
agitación.
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Resultados

El intercambio del promotor central débil del promotor de actina 5c con el promotor central más fuerte de HSP70 
condujo a un aumento del 50% en la expresión sobre el promotor truncado de Actina 5c (véase la Fig. 8).

También se ensayó el efecto de un nuevo elemento, un intrón, específicamente el intrón descrito en el artículo Zieler 
H., Huynh CQ. "Intron-dependent stimulation of marker gene expression in cultured insect cells", Insect Mol Biol. 5
2002 1, 87-95. La secuencia de ADN de este intrón se expone en la SEC ID Nº 60, donde está flanqueada por dos 
sitios de restricción. De modo que, de acuerdo con la invención, la inclusión de un promotor tal como la SEC ID Nº 
60 entre la secuencia de ácido nucleico del promotor y la secuencia codificante para una proteína de interés puede 
aumentar significativamente los niveles de expresión aumentados obtenidos por la presente invención:

La Fig. 9 demuestra el efecto de añadir el intrón o dos regiones flanqueantes de unión a matriz al vector del 10
promotor híbrido.

La Figura 9 demuestra que la adición de un intrón aumentaba la expresión de la proteína modelo en un 22% y la 
adición de dos regiones flanqueantes de unión a matriz potenciaba la expresión en un 46% en comparación con el 
vector del promotor híbrido original. Se esperaría que la combinación del intrón y las regiones de unión a matriz en 
un vector potenciara adicionalmente la expresión.15

Finalmente, la Fig. 13 demuestra que los vectores de la invención proporcionan rendimientos de expresión 
significativamente mayores que 2 vectores disponibles en el mercado.

Para concluir, se obtuvo un nivel de expresión aumentado significativo usando los vectores desarrollados en este 
trabajo en comparación con los vectores disponibles en el mercado.

La funcionalidad del vector también se mejoró añadiendo un segundo marcador de selección, kanamicina/geneticina 20
(G418). Esto permite la co-transfección de dos vectores que expresan diferentes proteínas en una célula. También 
permite la transformación consecutiva con los marcadores de resistencia a Zeocina y después resistencia a 
kanamicina (en cualquier orden). 

Tabla A1
Experimento de comparación entre los vectores pHP34s-Híbrido y comerciales para RANKL y HA

Descripción Proteína

Selección 
con 

antibiótico Inducir*

Recu
ento 

celular

Transito
ria (mg/l)

Recuen
to 

celular

Estable 
(mg/l) Proteí

na

Recu
ento 

celular

Transi
toria 

(mg/l)

Recu
ento 

celular

Esta
ble 

(mg/l)
pHP34s-
Híbrido.i RANKL

Zeocina (1500 
ug/ml) - 2,9/90 5,7 45/95 87 HA 2,8/96 0,4 46/90 57

pHP34s*Hí
brido.i RANKL

Zeocina (1500 
ug/ml) - 3,1/91 6,7 49/96 92 HA 2,5/95 0,5 44/90 54

pHP34s-
Híbrido.i RANKL

Zeocina 
(1500 ug/ml) - 3,2/92 7,1 43/95 96 HA 2,9/96 0,6 46/90 55

pHP34s-
Híbrido RANKL

Zeocina (1500 
ug/ml) - 3,4/93 3,6 48/95 74 HA 2,4/95 1,5 45/90 50

pHP34s-
Híbrido RANKL

Zeocina (1500 
ug/ml) - 3,2/93 3,3 53/96 73 HA 2,9/96 1,4 45/90 53

pHP34s-
Híbrido RANKL

Zeocina (1500 
ug/ml) - 3,1/92 5,1 54/96 73 HA 2,7/96 0,7 49/90 51

pAc5.1/V5 RANKL
Higromicina 
(600 ug/ml) - 3,3/90 0,9 49/96 3,8 HA 30/96 0,2 43/93 5

pAc5.1/V5 RANKL
Higromicina 
(600 ug/ml) - 3,4/91 0,9 45/96 3,8 HA 2,7/96 0,2 43/93 5

pAc5.1A/5 RANKL
Higromicina 
(600 ug/ml) - 3,2/91 1 49/96 3,8 HA 2,7/95 0,2 41/95 5

pMT/V5.His.A RANKL
Higromicina 
(600 ug/ml) SÍ 3,4/91 0,3 49/92 1,6 HA 2,6/96 0,4 45/92 26

pMT/V5.His.A RANKL
Higromicina 
(600 ug/ml) SÍ 3,4/90 0,3 49/93 1,7 HA 2,5/95 0,4 43/93 30

pMT/V5.His.A RANKL
Higromicina 
(600 ug/ml) SÍ 3,2/91 0,4 49/92 1,7 HA 2,5/95 0,3 42/92 31

* Inducir usando CdCI2 * HA de 
gripe aviar H5N1 

" El recuento celular se muestra como (E6 células/ml) / viabilidad de las células (%)

25
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Tabla A2

Ensayo de la expresión de RANKL en pHP34s-Híbrido que contiene hSAR 

Descripción Proteína
Selección con 

antibiótico

Recuen
to 

celular
Transito
ria (mg/l)

Recuen
to 

celular

Exp. 
relativa 
Nivel

pHP34s-Híbrido.i RANKL
Zeocina (1500 

ug/ml)
2,1E6 4,9 41/93 1,2

pHP34s-Híbrido.i RANKL
Zeocina (1500 

ug/ml)
‘2,1E6 5,4 40/92 1,2

pHP34s-Híbrido RANKL
Zeocina (1500 

ug/ml)
2,1E6 1,2 45/93 1,0

pHP34s-Híbrido RANKL
Zeocina (1500 

ug/ml)
‘2,1E6 1,6 48/93 1,0

pHP34s-Híbrido-
hSAR-FF RANKL

Zeocina (1500 
ug/ml)

2,1E6 1,4 45/92 1,4

pHP34s-Híbrido-
hSAR-FR RANKL

Zeocina (1500 
ug/ml)

‘2,1E6 1,2 49/92 1,5

pHP34s-Híbrido-
hSAR-RF RANKL

Zeocina (1500 
ug/ml)

2,1E6 1,4 51/91 1,3

pHP34s-Híbrido-
hSAR-RR RANKL

Zeocina (1500 
ug/ml)

‘2,1E6 1,1 49/92 1,4

Tabla A3

Transitoria (nivel de exp. 
relativa)Promotor Proteína

Híbrido-central 
HSP70

RANKL 1,53
,

Híbrido-central 
HSP70

RANKL 1,44

Truncado Actina 5C RANKL 1,07

Truncado Actina 5C RANKL 1,00

LISTA DE SECUENCIAS:5

SEC ID Nº 1: pHP 16. Promotor de longitud completa de HSP70 (la secuencia en negrita corresponde a la 
SEC ID Nº 2)

SEC ID Nº 2: pHP12 Promotor truncado de HSP70 (la secuencia en negrita corresponde al PROMOTOR 
CENTRAL DE HSP70 (SEC ID Nº 37)10

SEC ID Nº 3: pHP11b promotor mutante de Actina5C de NheI-HindIII
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SEC ID Nº 4: p805 promotor de Actina5C (Secuencia de pAc5.1 invitrogen)
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SEC ID Nº 5: pHP17 Truncado Actina5C_2, 1469 nt
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SEC ID Nº 6: pHP18 Truncado Actina5C_3, 612 nt

SEC ID Nº 7: pOPIE2

5

SEC ID Nº 8: Aislante Gypsy de (Pubmed: gi|12237306:1188-1574 vector de transformación de GFP 
Stinger)

Lista de cebadores

Nombre Secuencia de oligo SEC ID Nº

2007 CGCTCAGTGGAACGAAAACTCACG 9

4003 10

4004 11

4009 CACCCAGGCCAGGGTGTTGTCCGGC 12

4032 GTTTTATTGTTCATGACCAAAATCCC 13

4035 GCGCCTCGAATGTTCGCGAACTTAAGAGCGCCGGAGTATAAATAG 14

4036 CTATTTATACTCCGGCGCTCTTAAGTTCGCGAACATTCGAGGCGC 15

4037 GTAAAAGTTTTGAACGCGACTTAAGGAGAGCGGAGAGCATTGCGG 16

4038 CCGCAATGCTCTCCGCTCTCC1TAAGTCGCGTTCAAAACTTTTAC 17
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590 TTCACTGCATTCTAGTTGTGG 18

917 CTAAGATTTAGTCAGATATCG 19

975 20

976 21

979 TCTGCTAGCTAAAAAAAATCATGAATGGC 22

980 CCAAGCTTGTCTCTGGATTAGACGACTG 23

981 TGCTAGCCTCGAGAAATTTCTCTGGC 24

982 CCAAGCTTCTGCAGATTGTTTAGCTTG 25

986 AGAATTCAGCTGAGCTCGAGGGTACCAAGC 26

987 GGTTTGTCCAAACTCATCAATGTAT 27

990 TTATTGCCATGTGTGTGCAG 28

992 CGATGCAACGAAATGATCAA 29

993 GGCTGATAAGGTTTTAGCGCTA 30

994 CAAATTATTTGAAAGAGAATTAG 31

995 GTTTTAATATCGCTGGACATTAC 32

SEC ID Nº 33: secuencia del promotor de actina pAC5.1 (2516 pb):
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SEC ID Nº 34: vector pHP15c_su(hw):

SEC ID Nº 35: vector pHP15c:

5

E09761784
27-07-2015ES 2 543 730 T3

 



36

SEC ID Nº 36: PROMOTOR CENTRAL DE ACTINA 5C DE PHP10 CORRESPONDIENTE A NT 478 A NT 572 
DE LA SEC ID Nº 6:

SEC ID Nº 37: PROMOTOR CENTRAL DE HSP705

SEC ID Nº 38: Secuencia de marca HIS de acuerdo con la invención: 
ATGAAACACCAACACCAACATCAACATCAACATCAACATCAA

SEC ID Nº 39: Secuencia del elemento de 72 pb con sitios de restricción Xba1 y Not1 (en recuadro)

10

SEC ID Nº 40: Secuencia PRE de HBV con sitios de restricción Xba1 y Not1 (en recuadro) (SEC ID 40):
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SEC ID Nº 58: VECTOR PHP34S (CREADO A PARTIR DE ADN SINTÉTICO):

SEC ID Nº 59: SECUENCIA DE REGIÓN DE UNIÓN A MATRIZ (LLAMADA HSAR EN MAPAS DE VECTOR):

SEC ID Nº 60: INTRÓN (LLAMADO INTRN EN MAPAS DE VECTOR) CON SITIOS DE DIGESTIÓN CON SACI 5
Y ECORI  (SUBRAYADOS) EN CUALQUIER EXTREMO:
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SEC ID Nº 61: SECUENCIA DE HA (HSN1 MODIFICADA VIETNAM) EN VECTORES (INSERTADA ENTRE 
SITIOS ECORI Y NOTI SUBRAYADOS):

SEC ID Nº 62: CASETE DE EXPRESIÓN DE KANAMICINA/GENETICINA (G418) INSERTADO ENTRE SITIOS 5
XMMI Y SALI SUBRAYADOS:

SEC ID Nº 63: secuencia pKanR usada de acuerdo con los presentes ejemplos:
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cebadores de PCR para construcciones pHP34s:

GCGAACTTAAGAGCGCCGGAGTATAAATAG (SEC ID Nº 64)

CCAAGCTTCTGCAGATTGTTTAGCTTG (SEC ID Nº 65)

GGTTTGTCCAAACTCATCAATGTAT (SEC ID Nº 66)5

TATACTCCGGCGCTCTTAAGTTCGCTCGCGTTCAAAACTTTTACC (SEC ID Nº 67)

SEC ID Nº 68: Secuencia de promotor híbrido (con sitios de restricción SpeI (cadena arriba) y HindIII 
(cadena abajo), ambos subrayados)

SEC ID Nº 69: Secuencia pLIC-Ex-His1 (pHP34s-Híbrido con LIC posibilitado para expresión extracelular 10
usando secuencia señal de BIP)
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SEC ID Nº 70: Secuencia pLIC-His-Int (pHP34s-Híbrido con LIC posibilitado para expresión intracelular):
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SEC ID Nº 71: Secuencia pLIC-His-Ex (pHP34s-Híbrido con LIC posibilitado para expresión extracelular)
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SEC ID Nº 72: Secuencia pLIC-Int-His1 (pHP34s-Híbrido con LIC posibilitado para expresión intracelular):
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SEC ID Nº 73: Secuencia pLIC-TEV-Ex-His1 (pHP34s-Híbrido con LIC posibilitado para expresión extracelular)
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REIVINDICACIONES

1. Un polinucleótido de ADN aislado adecuado para la expresión heteróloga de un polipéptido de interés en una 
célula de insecto, comprendiendo dicho polinucleótido de ADN un polinucleótido de ADN promotor que 
comprende una secuencia funcional de nucleótidos con una identidad de secuencia de al menos el 80% con la 
SEC ID Nº 68, restos 7-586, teniendo dicha secuencia funcional de nucleótidos actividad promotora en una 5
célula S2 de Drosophila, en el que la secuencia comprende una secuencia con una identidad de secuencia de al 
menos el 80% con la SEC ID Nº 37 y con actividad promotora en una célula S2 de Drosophila.

2. El polinucleótido de ADN aislado de acuerdo con la reivindicación 1, en el que dicho polinucleótido de ADN 
promotor comprende una secuencia seleccionada entre el grupo que consiste en una secuencia de nucleótidos 
de la SEC ID Nº 37 y la SEC ID Nº 68 con o sin secuencias flanqueantes de sitio de restricción en cualquiera de 10
los extremos.

3. El polinucleótido de ADN aislado de acuerdo con la reivindicación 1, en el que dicho polinucleótido de ADN 
promotor comprende un nucleótido que es un fragmento funcional de al menos 80 nucleótidos contiguos de la 
SEC ID Nº 37 o la SEC ID Nº 68, teniendo dicho fragmento funcional actividad promotora en una célula S2 de 
Drosophila.15

4. El polinucleótido de ADN aislado de acuerdo con la reivindicación 1, en el que la identidad de secuencia con la 
SEC ID Nº 37 o la SEC ID Nº 68 es de al menos el 85%, tal como al menos el 90%, tal como al menos el 95%, y 
tal como al menos el 98%.

5. El polinucleótido de ADN aislado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, que comprende la 
SEC ID Nº 68, restos 7-586.20

6. El polinucleótido de ADN aislado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que dicho
polinucleótido de ADN promotor muestra un nivel de expresión de proteínas aumentado en comparación con el 
nivel de expresión de proteínas de uno cualquiera de los polinucleótidos de ADN promotores que tienen la 
secuencia de la SEC ID Nº 1 o la SEC ID Nº 4.

7. El polinucleótido de ADN aislado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, que comprende 25
adicionalmente 

a) un marcador de selección, tal como un marcador de selección seleccionado entre el grupo que consiste en 
un marcador de selección de Zeocina, un marcador de selección de Neomicina, un marcador de selección de 
Higromicina, un marcador de selección de Puromicina, y un marcador de selección de Blasticidina, y/o

b) un promotor bacteriano, tal como el promotor bacteriano pKANR, y/o30

c) un segundo polinucleótido de ADN promotor adecuado para dirigir la expresión del marcador de selección 
en una célula de insecto, y/o

d) al menos un elemento ubicuo de abertura de la cromatina cadena arriba y/o cadena abajo respecto a un 
sitio de clonación múltiple, y/o

e) al menos un elemento de aislamiento transcripcional, tal como la secuencia de aislamiento Gypsy 35
(gsu(Hw)), y/o

f) una secuencia codificante de dihidrofolato reductasa (dhfr) adecuada para la selección en células de 
insecto, y/o

g) al menos una secuencia señal de poliadenilación tal como la secuencia poliA de SV40 y/o una señal poliA 
de OPIE2, y/o40

h) un origen de replicación de E.coli, y/o

i) al menos una secuencia polinucleotídica señal de exportación de proteínas, tal como una seleccionada 
entre la lista que consiste en BIP y CPY, y/o

j) al menos una secuencia de marca HIS, y/o

k) un sitio de clonación múltiple cadena abajo de dicho polinucleótido de ADN promotor para la inserción de 45
un gen que codifica un polipéptido de interés en dicho polinucleótido de ADN aislado, y/o

l) al menos un elemento de 72 pb de SV40, y/o

m) al menos un elemento de control de amplificación, y/o

n) al menos un elemento Ori-beta, y/o
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o) al menos un elemento de región de unión a matriz (MAR), y/o

p) al menos un elemento PRE del virus de la Hepatitis B, tal como un elemento PRE del virus de la Hepatitis 
B de acuerdo con la SEC ID Nº 40, tal como los nucleótidos 10 a 574 de la SEC ID Nº 40, y/o

q) al menos un intrón, tal como el intrón mostrado en la SEC ID Nº 60 incluyendo o excluyendo los sitios de 
restricción flanqueantes, cadena abajo de la secuencia polinucleotídica de ADN promotor y cadena arriba de 5
un sitio de clonación múltiple, y/o

r) al menos una secuencia polinucleotídica que codifica un polipéptido heterólogo a dicha secuencia 
polinucleotídica de ADN promotor.

8. El polinucleótido de ADN aislado de acuerdo con la reivindicación 7, en el que dicho segundo promotor definido 
en la opción c) es seleccionado entre el grupo que consiste en10

(i) una secuencia de nucleótidos de la SEC ID Nº 1, SEC ID Nº 2, SEC ID Nº 3, SEC ID Nº 4, SEC ID Nº 5, 
SEC ID Nº 6, SEC ID Nº 33, SEC ID Nº 36, SEC ID Nº 37, o una secuencia de nucleótidos que comprende 
los restos 7-586 de la SEC ID Nº 68;

(ii) una secuencia funcional de nucleótidos con una identidad de secuencia de al menos el 80% con una 
secuencia cualquiera de (i) y que tiene actividad promotora en una célula S2 de Drosophila;15

(iii) un nucleótido que es un fragmento funcional de al menos 80 nucleótidos contiguos de una secuencia 
cualquiera de (i) o (ii), teniendo dicho fragmento funcional actividad promotora en una célula S2 de 
Drosophila;

(iv) una secuencia funcional de nucleótidos con una identidad de secuencia de al menos el 80% con dicho 
fragmento funcional de (iii) y que tiene actividad promotora en una célula S2 de Drosophila;20

(v) una primera secuencia quimérica de nucleótidos que comprende dos o más secuencias de una secuencia 
cualquiera de (i), (ii), (iii) y (iv), y

(vi) una segunda secuencia quimérica de nucleótidos que tiene actividad promotora en una célula S2 de 
Drosophila, que comprende al menos 80 nucleótidos y que incluye tramos de nucleótidos consecutivos de al 
menos 2 secuencias de nucleótidos de (iii) y/o (iv), en el que cada uno de dichos tramos consecutivos en 25
solitario no tiene actividad promotora en una célula S2 de Drosophila.

9. El polinucleótido de ADN aislado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, que está 
esencialmente libre de ADN viral.

10. El polinucleótido de ADN aislado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en el que la 
secuencia polinucleotídica de ADN promotor controla la expresión de un gen u otra secuencia de ADN a la cual 30
está unida.

11. El polinucleótido de ADN aislado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que está 
adaptado para clonación independiente de ligamiento (LIC).

12. El polinucleótido de ADN aislado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que 
dicho polinucleótido de ADN promotor comprende una secuencia quimérica en la que la secuencia de 35
nucleótidos SEC ID Nº 36, que está contenida en una secuencia de nucleótidos que comprende la SEC ID Nº 3, 
SEC ID Nº 4, SEC ID Nº 5, SEC ID Nº 6 o SEC ID Nº 33, está remplazada por la secuencia de nucleótidos SEC 
ID Nº 37

13. Una célula que comprende el polinucleótido de ADN aislado de acuerdo con una cualquiera de las 
reivindicaciones 1-12, tal como una célula que está transfectada de forma estable con dicho polinucleótido de 40
ADN aislado.

14. La célula de acuerdo con la reivindicación 13, que es una célula de insecto, tal como una célula de Drosophila 
melanogaster.

15. Un procedimiento para la producción de un polipéptido de interés codificado por un polinucleótido, 
comprendiendo el procedimiento las etapas de45

(a) obtener una secuencia polinucleotídica que codifica el polipéptido de interés;

(b) insertar dicha secuencia polinucleotídica que codifica el polipéptido de interés en el polinucleótido de ADN 
aislado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-12;

(c) transformar una célula huésped con el polinucleótido obtenido en la etapa (b);
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(d) permitir la expresión de dicho polinucleótido obtenido en la etapa (b) para producir el polipéptido; y

(e) obtener el polipéptido a partir de la misma.
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