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DESCRIPCIÓN 

Vector de expresión en mamíferos  

La presente invención es pertinente a un vector de expresión en mamíferos para expresar un polipéptido de interés 
así como a métodos para expresar un polipéptido de interés en una célula huésped de mamífero utilizando un vector 
respectivo y células huésped que comprenden dicho vector. 5 

La capacidad de clonar y expresar péptidos y proteínas recombinantes en cantidades grandes se ha hecho 
crecientemente importante en años recientes. La capacidad de purificar altos niveles de proteínas es importante en el 
campo farmacéutico y biotecnológico humano, por ejemplo para producir agentes farmacéuticos proteínicos así como 
en el desarrollo de la investigación básica, por ejemplo, para cristalizar proteínas que permiten la determinación de la 
estructura tridimensional. Las proteínas que de otra manera son difíciles de obtener en cantidades pueden ser sobre 10 
expresadas en una célula huésped y subsecuentemente aisladas y purificadas.  

La selección de un sistema de expresión para la producción de proteínas recombinantes depende de muchos factores, 
incluyendo características de crecimiento celular, niveles de expresión, expresión intracelular y extracelular, 
modificaciones postranslacionales y actividad biológica de la proteína de interés, así como dificultades regulatorias y 
consideraciones económicas en la producción de proteínas terapéuticas. Las ventajas claves de las células de 15 
mamíferos sobre otros sistemas de expresión tales como bacterias o levaduras son la capacidad de llevar a cabo un 
plegamiento apropiado de la proteína, glicosilación enlazada a N compleja y glicosilación enlazada a O autentica, así 
como un amplio espectro y otras modificaciones postranslacionales. Debido a las ventajas descritas, las células de 
mamíferos son actualmente el sistema de expresión de selección para producir proteínas terapéuticas complejas tales 
como anticuerpos monoclonales. La primera etapa en la generación de una línea celular recombinante es la 20 
construcción de un vector de expresión. El vector de expresión es el elemento clave para guiar la expresión del gen 
heterólogo en la célula huésped y para proveer marcadores de selección para generar la línea celular recombinante. 
Los elementos esenciales de los vectores de expresión en mamíferos usualmente incluyen un promotor constitutivo o 
inducible capaz de una actividad transcripcional robusta; el procesamiento y señales de traducción de ARN 
optimizados que usualmente incluyen una secuencia Kozak, un codón de terminación de traducción, escisión de 25 
ARNm y señales de poliadenilación, así como señales de división de ARNm; un terminador de transcripción; 
marcadores de selección para la preparación de líneas celulares estables y para la amplificación genética; un origen 
procariota de replicación y marcadores de selección para la propagación del vector en bacterias. 

En años recientes el foco del desarrollo ha estado concentrándose en el diseño de vectores mejorados para la 
expresión genética en células de mamíferos. A pesar de la multitud de vectores disponibles sin embargo, aún es un 30 
reto la producción de polipéptidos/proteínas robustos en células de mamíferos. Varios factores pueden influir en la 
expresión recombinante en células de mamíferos, incluyendo la fuerza del promotor, el contexto de la 5ʼ no traducida 
y la región de iniciación de la traducción, la eficiencia de la región no traducida 3ʼ, para poliadenilar y terminar la 
transcripción, el sitio de inserción del gen recombinante integrado aleatoriamente en el cromosoma huésped, y el 
número de copias integradas del gen que está siendo expresado. Los incrementos en el número de copias genéticas 35 
son alcanzados de la manera más común por amplificación genética utilizando líneas celulares deficientes en una 
enzima tal como dihidrofolato reductasa (DHFR) o glutamina sintetasa (GS) en conjunción con vectores de expresión 
que contienen genes que codifican estas enzimas y agentes tales como metrotexato (MTX), el cual inhibe la DHFR, y 
la metionina sulfoxamina (MSX) la cual inhibe la GS. Utilizando vectores de expresión que contienen el gen 
recombinante bajo control de un promotor fuerte y genes que codifican DHFR o GS, los transfectantes DHFR+ o GS+, 40 
respectivamente, son obtenidos primero y se logra entonces la amplificación del gen haciendo crecer los transfectantes 
en concentraciones progresivamente crecientes de MTX o MSX. 

La WO2004/050879 enseña un vector de expresión que comprende un casete de expresión bicistrónico que 
comprende un promotor de ubiquitina de hámster/S27a para expresar el gen de interés y un gen informador tal como 
GFP. En el vector circular, el gen DHFR está localizado en 5ʼ con respecto al casete de expresión que comprende el 45 
gen que codifica el polipéptido de interés y el gen informador de GFP. 

La WO01/04306 enseña un vector de expresión que comprende un gen marcador seleccionable amplificable tal como 
DHFR y un gen informador, por ejemplo GFP. Enseña un sistema de expresión bicistrónico en donde la expresión del 
gen que codifica la proteína de interés está enlazado operativamente a la expresión del marcador seleccionable 
amplificable o al gen informador GFP. 50 

Lin et al “Expression efficiency of the human thrombomodulin-encoding gene in various vector and host systems” in 
Gene, 147 (1994) 287 292 analiza el rendimiento de cinco vectores de expresión en mamíferos que expresan 
trombomodulina recombinante humana en diferentes células huésped. 

La US 5,017,478 enseña plásmidos de expresión eucariota que comprenden un casete de gen seleccionable tal como 
DHFR y un casete genético que codifica el producto de interés, en donde el casete de gen seleccionable y el casete 55 

E08865499
01-08-2016ES 2 585 502 T3

 



 

3 

de gen para expresar la proteína de interés están dispuestos adyacentes uno a otro en orientación transcripcional 
opuesta y divergente. El casete de gen seleccionable está localizado en 5ʼ del casete genético para expresar la 
proteína de interés. Un casete genético marcador seleccionable adicional que codifica por ejemplo neo o higromicina 
puede estar localizado en 3ʼ del casete genético que codifica el producto de interés. En comparación, inter alia un 
vector de expresión pPA206 fue diseñado en el cual el casete de gen seleccionable que codifica DHFR, el casete 5 
genético que codifica el producto de interés y el casete genético seleccionable que codifica neo está orientados en la 
misma dirección. 

Es el objeto de la presente invención, proveer un vector de expresión mejorado así como un sistema de expresión 
para expresar un polipéptido de interés en una célula de mamífero. 

De acuerdo con lo anterior, conforme a la reivindicación 1, se provee un ácido nucleico de vector linealizado adecuado 10 
para expresar al menos un polipéptido de interés en una célula de mamífero, que comprende 

(a) al menos un casete de expresión (POI) adecuado para expresar un polipéptido de interés, en donde dicho casete 
de expresión comprende al menos un promotor o un elemento promotor/potenciador; 

(b) un casete de expresión (MSM) que comprende un gen marcador seleccionable de mamífero, en donde dicho gen 
marcador seleccionable de mamífero es un gen resistente a antibióticos y en donde dicho casete de expresión 15 
comprende al menos un promotor o un elemento promotor/potenciador; 

(c) un casete de expresión (MASM) que comprende un gen marcador seleccionable amplificable de mamífero que 
codifica una dihidrofolato reductasa (DHFR) enzimáticamente funcional, en donde dicho casete de expresión 
comprende al menos un promotor o un elemento promotor/potenciador; y 

(d)  un casete de expresión (PSM) que comprende un gen marcador seleccionable procariota, 20 

en donde el casete de expresión para expresar el polipéptido de interés (POI) comprende un promotor y/o potenciador 
más fuerte que los casetes de expresión para expresar los marcadores seleccionables, 

y en donde el casete de expresión (POI) está flanqueado en 5ʼ por el casete de expresión (MASM), el casete de 
expresión (MSM) está localizado 3ʼ desde el casete de expresión (POI) y en donde los casetes de expresión (MASM), 
(POI) y (MSM) está dispuestos en la misma orientación de 5ʼ a 3ʼ, 25 

y en donde dicho vector ha sido linealizado a través de un sitio de restricción de linealización que está localizado en 
la forma circular del vector entre los casetes de expresión (PSM) y (MASM) y en donde dicha forma circular del vector, 
el casete de expresión (PSM) está localizado entre los casetes de expresión (MSM) y (MASM), de tal manera que en 
el vector linealizado, el casete de expresión (POI) está flanqueado en 5ʼ por el casete de expresión (MASM) y en 3ʼ 
por el casete de expresión (MSM) y el casete de expresión (PSM) está localizado en 3ʼ del casete de expresión (MSM), 30 

y en donde el ácido nucleico del vector lineal comprende los siguientes elementos genéticos en la disposición indicada, 
en donde la dirección 5ʼ a 3ʼ es indicada por la →: 

I. Promotor del casete de expresión (MASM) (→) 

II. Gen que codifica el marcador seleccionable amplificable de mamífero del casete de expresión (MASM) (→) 

III. Intrón del casete de expresión (MASM) (→) 35 

IV. Sitio poliA del casete de expresión (MASM) (→) 

V. Promotor del casete de expresión (POI) (→) 

VI. Intrón del casete de expresión (POI) (→) 

VII. Polinucleótido que codifica un polipéptido de interés, el cual es insertado en el casete de expresión (POI) (→)  

VIII. Sitio PoliA del casete de expresión (POI) (→) 40 

IX. Promotor del casete de expresión (POIʼ) (→) 

X. Intrón del casete de expresión (POIʼ) (→) 
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XI. Polinucleótido que codifica un polipéptido adicional de interés, el cual está insertado en el casete de expresión 
(POIʼ) (→) 

XII. Sitio poliA del casete de expresión (POIʼ) (→) 

XIII. Promotor del casete de expresión (MSM) (→)  

XIV. Gen que codifica el marcador seleccionable de mamíferos del casete de expresión (MSM) (→) 5 

XV. Sitio poliA del casete de expresión (MSM) (→) 

XVI. Casete de expresión PSM (→) o (←), 

en donde el casete de expresión POIʼ tal como está indicado por los elementos IX a XII es opcional. 

Un “ácido nucleico vector” de acuerdo con la presente invención es un polinucleótido que portan al menos un fragmento 
de ácido nucleico foráneo. Un ácido nucleico vector funciona como un “portador molecular” que suministra fragmentos 10 
de ácidos nucleicos respectivamente polinucleótidos a una célula huésped. Comprende al menos un casete de 
expresión que comprende secuencias reguladoras y codificadoras. Un casete de expresión permite la expresión 
apropiada de un polinucleótido incorporado. Los casetes de expresión decisivos para la presente invención serán 
descritos subsecuentemente en mayor detalle. Los polinucleótidos foráneos, por ejemplo que codifican el polipéptido 
de interés pueden ser insertados en los casetes de expresión del ácido nucleico vector con el fin de ser expresados. 15 
El ácido nucleico vector de acuerdo con la presente invención puede estar presente en forma circular o linealizada. 
Dicho sitio puede ser, por ejemplo, un sitio de clonación múltiple (MCS). 

El casete de expresión (POI) define el casete de expresión para expresar un polipéptido de interés. Dicho casete de 
expresión (POI) comprende bien sea el polinucleótido que codifica el polipéptido de interés o comprende un sitio 
adecuado para insertar un polinucleótido respectivo que codifica el polipéptido de interés. 20 

Un “polipéptido” se refiere a una molécula que comprende un polímero de aminoácidos enlazados entre sí mediante 
enlaces peptídicos. Los polipéptidos incluyen polipéptidos de cualquier longitud, incluyendo proteínas (por ejemplo, 
que tienen más de 50 aminoácidos) y péptidos (por ejemplo, que tienen 2-49 aminoácidos). Los polipéptidos incluyen 
proteínas y/o péptidos de cualquier actividad o bioactividad. Más adelante se delinean ejemplos adecuados. 

El casete de expresión (MSM) define el casete de expresión que comprende un gen marcador seleccionable de 25 
mamífero el cual es un gen resistente a antibióticos. Genes marcadores seleccionables de mamíferos permiten la 
selección de células huésped de mamíferos que comprenden dichos genes y así las células huésped de mamíferos 
comprenden el vector. 

El casete de expresión (MASM) define el casete de expresión que comprende un gen marcador seleccionable 
amplificable de mamífero que codifica una dihidrofolato reductasa enzimáticamente funcional (DHFR). Los genes 30 
marcadores seleccionables amplificables de mamíferos permiten la selección de células huésped de mamíferos que 
contienen el vector así como la amplificación de genes. 

Los términos “5ʼ ” y “3ʼ ” son una convención utilizada para describir características de las secuencias de ácidos 
nucleicos relacionadas bien sea a la posición de elementos genéticos y/o la dirección de eventos (5ʼ a 3ʼ), tales como 
por ejemplo la transcripción por ARN polimerasa o traducción del ribosoma la cual avanza en la dirección 5ʼ a 3ʼ. 35 
Sinónimos son corriente arriba (5ʼ) y corriente abajo (3ʼ). Convencionalmente, las secuencias de ADN, los mapas 
genéticos, las tarjetas de vector y las secuencias de ARN se dibujan con 5ʼ a 3ʼ de izquierda a derecha o la dirección 
5ʼ a 3ʼ es indicada con flechas, en donde la cabeza de la flecha apunta en la dirección 3ʼ. De acuerdo con lo anterior, 
5ʼ (corriente arriba) indica elementos genéticos posicionados hacia el lado izquierdo, y 3ʼ (corriente abajo) indica 
elementos genéticos posicionados hacia la derecha, cuando se sigue esta convención. 40 

La disposición y orientación de los casetes de expresión presentes en el vector de la invención es importante. De 
acuerdo con las enseñanzas de la presente invención, el casete de expresión (POI) está flanqueado en 5ʼ por el casete 
de expresión (MASM). De acuerdo con lo anterior, el casete de expresión (MASM) está localizado 5ʼ adyacente al 
casete de expresión (POI) y en cercana proximidad al mismo. Desde luego, las secuencias esqueleto del vector 
pueden separar los casetes de expresión (MASM) y (POI). Sin embargo, preferiblemente, ningún otro casete de 45 
expresión se localiza entre el casete de expresión (MASM) y el casete de expresión (POI). El casete de expresión 
(MSM) está localizado a 3ʼ desde el casete de expresión (POI). Pueden insertarse casetes de expresión adicionales 
entre los casetes de expresión (POI) y (MSM) tales como, por ejemplo, un casete de expresión (POIʼ) adicional para 
expresar un polipéptido adicional de interés (descrito en más detalle más adelante). Los casetes de expresión (MASM), 
(POI) y (MSM) están todos dispuestos en la misma orientación 5ʼ a 3ʼ. Los inventores encontraron, que esta 50 
configuración de ácidos nucleicos de vector particular permite la generación rápida de altos rendimientos de líneas 
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celulares. 

El polinucleótido que codifica el polipéptido de interés puede ser incorporado en el casete de expresión (POI) utilizando 
métodos de clonación apropiados, por ejemplo utilizando enzimas de restricción con el fin de insertar el polinucleótido 
que codifica el polipéptido de interés en el casete de expresión (POI). Para este propósito, el casete de expresión 
(POI) puede comprender por ejemplo un sitio de clonación múltiple (MCS) el cual puede ser utilizado por ejemplo en 5 
todos los marcos de lectura. Más adelante se describen en detalle sitios de MCS adecuados. El casete de expresión 
(POI) puede comprender también un polinucleótido de reemplazo o una secuencia de ácido nucleico de relleno, la cual 
puede ser escindida y reemplazada por el polinucleótido que codifica el polipéptido de interés. La presente invención 
provee un ácido nucleico vector como se describe más arriba, que comprende un casete de expresión (POI) que 
comprende el polinucleótido que codifica el polipéptido de interés. El ácido nucleico vector de expresión final puede 10 
ser transfectado para expresión en la célula huésped. 

Un polinucleótido es un polímero de nucleótidos que están enlazados usualmente desde una desoxirribosa o ribosa a 
otra. El término “polinucleótido” no comprende ninguna restricción de tamaño y también abarca polinucleótidos que 
comprenden modificaciones, en particular nucleótidos modificados. 

En un ácido nucleico vector circular el casete de expresión (MSM) está dispuesto en 3ʼ del casete de expresión (POI) 15 
y el casete de expresión (MASM) está dispuesto en 3ʼ del casete de expresión (MSM). Una descripción alternativa de 
tal vector circular es un ácido nucleico vector circular para expresar al menos un polipéptido de interés en una célula 
de mamífero, que comprende 

(a) al menos un casete de expresión (POI) para expresar un polipéptido de interés; 

(b) un casete de expresión (MSM) que comprende un gen marcador seleccionable de mamíferos; 20 

(c) un casete de expresión (MASM) que comprende un gen marcador seleccionable amplificable de mamíferos; 

en donde el casete de expresión (MSM) está dispuesto en 3ʼ del casete de expresión (POI) y el casete de expresión 
(MASM) está dispuesto en 3ʼ del casete de expresión (MSM) y en donde los casetes de expresión (MASM), (POI) y 
(MSM) están dispuestos en la misma orientación 5ʼ a 3ʼ. 

La linealización del ácido nucleico vector antes de la transfección mejora frecuentemente la eficiencia de una 25 
transfección estable. Esto también puesto que el punto de linealización puede ser controlado si el vector es linealizado 
antes de la transfección. 

El vector de expresión circular comprende un sitio de restricción predefinido, el cual es utilizado para linealización del 
ácido nucleico vector antes de la transfección. La colocación inteligente de dicho sitio de restricción de linealización 
es importante, puesto que dicho sitio de restricción determina si el ácido nucleico vector es abierto/linealizado y así 30 
determina el orden/disposición de los casetes de expresión cuando el constructo es integrado en el genoma de la 
célula de mamífero. 

De acuerdo con lo anterior, el ácido nucleico vector circular comprende un sitio de restricción de linealización para 
linealizar el vector, en donde dicho sitio de restricción de linealización está localizado entre los casetes de expresión 
(MSM) y (MASM) y entre los casetes de expresión (PSM) y (MASM) (véase más abajo). Dicho sitio de restricción de 35 
linealización es único y está presente solamente una vez en al ácido nucleico vector de expresión. Por ejemplo se 
puede utilizar un sitio de restricción de linealización que es reconocido por una enzima de restricción que tiene una 
frecuencia de corte baja con el fin de patronizar que el vector es solamente escindido en el sitio de restricción de 
linealización pero no (o solo raramente) por ejemplo dentro del casete de expresión o el esqueleto del vector. Esto por 
ejemplo puede promoverse proveyendo un sitio de restricción para una enzima de restricción que tiene una secuencia 40 
de reconocimiento de más de seis pares de bases o que reconoce secuencias que están subrepresentadas en ADN 
cromosómico. Un ejemplo adecuado es la enzima SwaI y el vector puede por lo tanto incorporar un sitio de 
reconocimiento de SwaI como sitio de restricción de linealización único. En caso de que dicho sitio de restricción de 
linealización esté presente más de una vez en la secuencia de ácido nucleico vector (incluyendo los polinucleótidos 
que codifican el polipéptido de interés), o en caso de que se utilice una enzima de restricción que corte varias veces 45 
en la secuencia del ácido nucleico vector, también está dentro del alcance de la presente invención por ejemplo, 
alterar/hacer mutar los sitios de restricción además del sitio de restricción de linealización que está localizado entre 
los casetes de expresión (MSM) y (MASM), con el fin de eliminar aquellos sitios de restricción adicionales y obtener 
un sitio de restricción de linealización único o al menos raro. 

En caso de que se utilice el vector como el vector de expresión estándar previsto, por ejemplo como una herramienta 50 
para la expresión de varios diferentes polipéptidos, es ventajoso proveer un sitio de restricción de linealización que 
comprende múltiples sitios de reconocimiento para enzimas que tengan una frecuencia de corte baja. Las enzimas de 
restricción escogidas para la linealización deberían preferiblemente no cortar dentro de los casetes de expresión para 
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los marcadores seleccionables u otras secuencias de esqueleto de vector con el fin de asegurar que la enzima corta 
solamente una vez para la linealización apropiada del vector. Proveyendo un sitio de restricción de linealización que 
comprende sitios de reconocimiento múltiples para enzimas de restricción que tengan una frecuencia de corte baja, el 
usuario puede seleccionar una enzima de restricción adecuada para linealización a partir de las opciones provistas 
con el fin de evitar con seguridad la restricción dentro del polinucleótido que codifica el polipéptido de interés. Sin 5 
embargo, como se delineó más arriba los sitios de restricción adicional pueden ser mutados o puede llevarse a cabo 
una digestión de restricción parcial. 

Al colocar el sitio de restricción de linealización entre el casete de expresión (MSM) y el casete de expresión (MASM) 
se obtiene el efecto de que el casete de expresión (POI) (y casetes de expresión adicionales para expresar los 
polipéptidos de interés -si están presentes) es flanqueado en 5ʼ por el casete de expresión (MASM). El casete de 10 
expresión (MSM) está localizado en 3ʼ del casete de expresión (POI) por linealización. Por lo tanto, los casetes de 
expresión (MSM) y (MASM) son separados por linealización del ácido nucleico vector circular. Puesto que un casete 
de expresión (PSM) para el marcador de selección bacteriana está presente (véase más abajo), el sitio de restricción 
de linealización es colocado entre los casetes de expresión (PSM) y (MASM). Esto tiene el efecto de que el gen 
marcador de selección bacteriana es 3ʼ y así “por fuera” de las partes “de mamífero” del ácido nucleico vector 15 
linealizado. Esta disposición es favorable porque los genes bacterianos presumiblemente no son ventajosos para la 
expresión en mamíferos puesto que las secuencias bacterianas pueden llevar a una metilación incrementada u otros 
efectos de silenciamiento en las células de mamíferos. 

Ejemplos no limitantes para genes marcadores seleccionables de mamíferos que pueden estar comprendidos en el 
casete de expresión (MSM) incluyen genes de resistencia a antibióticos por ejemplo que confieren resistencia a G418; 20 
higromicina (hig o hph, disponible comercialmente de Life Technologies, Inc. Gaithesboro, Md); neomicina (neo, 
disponible comercialmente de Life Technologies, Inc. Gaithesboro, Md.); zeocina (Sh Ble, disponible comercialmente 
de Pharmingen, San Diego Calif.); puromicina (pac, puromicin-N-acetil-transferasa, disponible de Clontech, Palo Alto 
Calif.), ouabaina (oua, disponible de Pharmingen) y blasticidina (disponible de Invitrogen). Los genes marcadores 
seleccionables de mamíferos respectivos son bien conocidos y permiten la selección de células huésped de mamíferos 25 
que comprenden dichos genes así de células huésped que comprenden el vector. El término “gen” tal como se utiliza 
aquí también se refiere a un polinucleótido natural o sintético que codifica una variante funcional del marcador 
seleccionable proveyendo la resistencia buscada. Por lo tanto, también versiones truncadas o mutadas de un gen tipo 
silvestre o polinucleótidos sintéticos están abarcados en tanto provean la resistencia pretendida. De acuerdo con una 
realización preferida, dicho casete de expresión (MSM) comprende un gen que codifica una neomicina fosfotransferasa 30 
enzimáticamente funcional (I o II). Esta realización trabaja bien en combinación con el uso de un gen que codifica una 
DHFR enzimáticamente funcional como un gen marcador seleccionable amplificable. 

Genes marcadores de mamíferos seleccionables, amplificables permiten la selección de células huésped de 
mamíferos que contienen el vector así como la amplificación de genes. De acuerdo con la reivindicación 1, el gen 
marcador de mamíferos seleccionable amplificable es el gen de dihidrofolato reductasa (DHFR). Otros estudios 35 
actualmente en uso son entre otros el sistema glutamina sintetasa (gs) (Bebbington et al., 1992), y el sistema guiado 
por histidinol (Hartmann and Mulligan, 1988). Estos marcadores amplificables también son marcadores seleccionables 
y así pueden ser utilizados para seleccionar aquellas células que obtuvieron el vector. La DHFR provee buenos 
resultados. La selección usualmente se presenta en la ausencia del metabolito apropiado (hipoxantina y timidina en 
caso de DHFR, previniendo el crecimiento de células no transformadas. Con sistema amplificables tales como el 40 
sistema DHFR, la expresión de una proteína recombinante puede ser incrementada exponiendo las células a ciertos 
agentes que promueven la amplificación de genes tales como antifolatos (por ejemplo, metotrexato (MTX)) en caso 
del sistema DHFR. 

De acuerdo con una realización, dicho casete de expresión (MSM) comprende un gen que codifica una neomicina 
fosfotransferasa enzimáticamente funcional y dicho casete de expresión (MASM) comprende un gen que codifica una 45 
dihidrofolato reductasa enzimáticamente funcional (DHFR). 

El vector puede comprender al menos un casete de expresión adicional en diferentes (POIʼ) para expresar cualquier 
polipéptido adicional de interés. Dicho casete de expresión (POIʼ) adicional está localizado entre el casete de expresión 
(POI) y el casete de expresión (MSM). Dicho casete de expresión (POIʼ) está dispuesto en la misma orientación 5ʼ a 
3ʼ que los casetes de expresión (POI) y (MSM). De acuerdo con una realización, comprende el polinucleótido de 50 
acuerdo con el polipéptido adicional de interés. 

De acuerdo con lo anterior, el ácido nucleico vector de acuerdo con la presente invención puede comprender más de 
un casete de expresión para expresar polipéptidos de interés. Por lo tanto, también es posible que varios casetes de 
expresión ((POI), (POIʼ), (POIʼʼ) etc.) para expresar diferentes polipéptidos de interés estén dispuestos en el ácido 
nucleico vector de expresión de acuerdo con la presente invención. Estos casetes de expresión están flanqueados en 55 
5ʼ por el casete de expresión (MASM) y en 3ʼ por el casete de expresión (MSM). Por lo tanto, la presente invención 
también provee un ácido nucleico vector que comprende más de un casete de expresión que codifica por ejemplo 
subunidades de proteínas diméricas o multiméricas de orden más alto. Los casetes de expresión que codifican 
diferentes subunidades de una proteína multimérica, incorporados cada uno en un casete de expresión diferente 
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pueden ser colocados adyacentes uno a otro. Para proteínas multiméricas codificadas por al menos dos genes 
distintos (por ejemplo, en cadenas de inmunoglobulinas livianas y pesadas o fragmentos funcionales de las mismas 
tales como al menos las regiones variables de las cadenas de inmunoglobulinas livianas y pesadas), los 
polinucleótidos que codifican las subunidades deseadas del polipéptido de interés son insertados en los casetes de 
expresión (POI) y (POIʼ). Una realización respectiva que utiliza al menos dos casetes de expresión (POI) y (POIʼ) para 5 
expresar polipéptidos de interés es particularmente ventajosa para la expresión de moléculas de inmunoglobulina tales 
como anticuerpos o fragmentos funcionales de los mismos. De acuerdo con lo anterior, se provee un ácido nucleico 
vector para expresar una molécula de inmunoglobulina que comprende en cada casete de expresión (POI) y (POIʼ) un 
polinucleótido que codifica bien sea una cadena liviana o pesada de una molécula de inmunoglobulina o fragmentos 
de las mismas, en donde cada casete de expresión (POI) y (POIʼ) comprende uno de dichos polinucleótidos. De 10 
acuerdo con lo anterior, el casete de expresión (POI) puede comprender bien sea el polinucleótido para expresar la 
cadena liviana, o el polinucleótido para expresar la cadena pesada de la molécula de inmunoglobulina. 

De acuerdo con una realización preferida, el casete de expresión (POI) comprende el polinucleótido que codifica al 
menos parte de la cadena liviana de dicha molécula de inmunoglobulina o un fragmento funcional de la misma y el 
casete de expresión (POIʼ) comprende un polinucleótido que codifica al menos parte de la cadena pesada de dicha 15 
molécula de inmunoglobulina o un fragmento funcional de la misma. El disponer el casete de expresión para la cadena 
liviana 5ʼ con respecto al casete de expresión de la cadena pesada ha demostrado ser beneficioso con respecto a la 
rata de expresión de las moléculas de inmunoglobulina. De acuerdo con una realización, el ácido nucleico vector de 
expresión está diseñado de tal manera que los casetes de expresión comprenden ya un polinucleótido que codifica al 
menos parte de las regiones constantes de una molécula de inmunoglobulina. Los fragmentos de polinucleótido que 20 
codifican las partes variables de las moléculas de inmunoglobulina pueden ser insertados entonces en el 
usuario/cliente en los casetes de expresión utilizando estrategias de clonación apropiadas con el fin de obtener el 
vector de expresión final. 

Los casetes de expresión de mamíferos presentes en el vector de expresión de acuerdo con la presente invención 
están diseñados de tal manera que permiten la expresión de los polinucleótidos/genes incorporados en células de 25 
mamíferos. Para este propósito los casetes de expresión comprenden las secuencias reguladoras necesarias tal como 
una secuencia promotora y una de terminación de transcripción tal como un sitio poliA. 

Los vectores usados para expresar polipéptidos de interés contienen usualmente elementos de control transcripcional 
adecuados para guiar la transcripción tales como por ejemplo promotores, potenciadores, señales de poliadenilación, 
señales de pausa o terminación de transcripción como elementos de un casete de expresión. Para una expresión 30 
apropiada de los polipéptidos, los elementos de control translacional adecuados se incluyen preferiblemente en el 
vector, tales como por ejemplo, regiones no traducidas en 5ʼ que llevan a estructuras de tapa de 5ʼ adecuadas para 
reclutar ribosomas y detener codones para terminar el proceso de traducción. El polinucleótido que sirve como gen 
marcador seleccionable así como el polinucleótido que codifica el polipéptido de interés son transcriptos bajo el control 
de elementos de transcripción presente en promotores apropiados. Los transcriptos resultantes de los genes 35 
marcadores seleccionables y los del polipéptido de interés acogen elementos de traducción funcionales que facilitan 
los niveles sustanciales de expresión de proteínas (esto es traducción) y terminación apropiada de la traducción. Una 
unidad de expresión funcional, capaz de guiar apropiadamente la expresión de un polinucleótido incorporado también 
se denomina como “casete de expresión” aquí. Preferiblemente, comprende una región UTR en 3ʼ. 

De acuerdo con lo anterior, se proveen ácidos nucleicos vector en donde los casetes de expresión comprenden al 40 
menos un elemento promotor y/o promotor/potenciador. Aunque las fronteras físicas entre estos dos elementos de 
control no están siempre claras, el término “promotor” se refiere usualmente a un sitio sobre la molécula de ácido 
nucleico al cual la ARN polimerasa y/o cualquier factor asociado se enlaza y en el cual se inicia la transcripción. Los 
potenciadores potencian la actividad del promotor, temporalmente así como espacialmente. Muchos promotores son 
activos transcripcionalmente en un amplio rango de tipos de células. Los promotores pueden ser divididos en dos 45 
clases, aquellos que funcionan constitutivamente y aquellos que son regulados por inducción o desrepresión. Los 
promotores usados para producción a alto nivel de proteínas en células de mamíferos deberían ser fuertes y 
preferiblemente activos en un amplio rango de tipos de células para permitir una evaluación cualitativa y cuantitativa 
del polipéptido recombinante. El promotor puede ser seleccionado del grupo consistente de un promotor SV40, un 
promotor CMV, un promotor EF1alfa, un promotor RSV, un promotor BROAD3, un promotor rosa 26 murínico, un 50 
promotor pCEFL y un promotor β-actina. Promotores constitutivos fuertes que guían la expresión en muchos tipos de 
células incluyen pero no se limitan a un promotor tardío principal de adenovirus, el promotor temprano inmediato de 
citomegalovirus humano, el promotor SV40 y del virus de sarcoma Rous, y el promotor murínico de 3-fosfoglicerato 
quinasa y EF1a. Se alcanzan buenos resultados con el vector de expresión de la presente invención cuando el 
promotor y/o potenciador se obtiene también de CMV y/o SV40. 55 

Los casetes de expresión para expresar los polipéptidos de interés comprenden un promotor y/o potenciador más 
fuerte que los casetes de expresión para expresar los marcadores seleccionables. Esta disposición tiene el efecto de 
que se genera más transcripto del polipéptido de interés que para los marcadores de selección. Es ventajoso que la 
producción del polipéptido de interés que es secretado sea dominante sobre la producción de los marcadores de 
selección, puesto que la capacidad celular individual para producir proteínas heterólogas no es ilimitada y debería así 60 
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enfocarse al polipéptido de interés.  

De acuerdo con una realización, los casetes de expresión (POI) y (POIʼ) (si están presentes) los cuales son utilizados 
para expresar el polipéptido de interés comprenden un promotor/potenciador CMV. Se describen ejemplos específicos 
en detalle más adelante. Los casetes de expresión (MSM) y (MASM), que expresan el gen DHFR y preferiblemente el 
gen marcador de neomicina, comprenden un promotor SV40 o un promotor/potenciador SV40. El promotor CMV es 5 
conocido por ser uno de los promotores más fuertes disponibles para la expresión en mamíferos y lleva a una rata de 
expresión muy buena. Se considera que da significativamente más transcriptos que el promotor SV40.      

Adicionalmente, los casetes de expresión pueden comprender un sitio de terminación de transcripción apropiado. Este, 
puesto que la transcripción continuada de un promotor corriente arriba a través de una segunda unidad de transcripción 
puede inhibir la función del promotor corriente abajo, es un fenómeno conocido como oclusión de promotor o 10 
interferencia transcripcional. Este evento ha sido descrito tanto en procariotas como en eucariotas. La colocación 
apropiada de señales de terminación transcripcionales entre dos unidades de transcripción puede evitar la oclusión 
del promotor. Los sitios de terminación de la transcripción están bien caracterizados y su incorporación en vectores 
de expresión ha demostrado tener múltiples efectos beneficiosos sobre la expresión genética. 

La mayoría de los ARNm nacientes eucariotas poseen una cola poliA en su extremo 3ʼ que se agrega durante un 15 
proceso complejo que involucra la escisión del transcripto primario y una reacción de poliadenilación acoplada. La cola 
de poliA es ventajosa para la estabilidad y transferabilidad del ARNm. Por lo tanto, los casetes de expresión del vector 
de acuerdo con la presente invención comprenden un sitio de poliadenilación. Hay varias señales de poliA eficientes 
que pueden ser utilizadas en vectores de expresión en mamíferos, incluyendo los derivados de hormona de 
crecimiento bovino (bgh), beta-globina de ratón, la unidad de transcripción temprana SV40 y el gen de timidina quinasa 20 
del virus de Herpes simplex. Sin embargo, también se conocen sitios de poliadenilación sintéticos (véase, por ejemplo, 
el vector de expresión pCI-neo de Promega el cual está basado en Levitt el al, 1989, Genes Dev. 3, (7): 1019-1025). 
El sitio de poliadenilación puede ser seleccionado a partir del grupo consistente del sitio SV40 poliA, tal como el SV40 
tardío y el sitio poliA temprano (véase, por ejemplo, el plásmido pSV2-DHFR tal como se describe en Subramani et al, 
1981, Mol.Cell. Biol. 854-864), un sitio poliA sintético (véase, por ejemplo, el vector de expresión pCl-neo de Promega 25 
que está basado en Levitt el al, 1989, Genes Dev. 3, (7): 1019-1025) y un sitio poliA bgh (hormona de crecimiento 
bovino).      

Los casetes de expresión para expresar el polipéptido de interés comprenden un intrón. La mayoría de los genes de 
eucariotas altas contienen intrones que son retirados durante el procesamiento del ARN. Se encuentra, que los 
constructos genómicos son expresados más eficientemente en sistemas transgénicos que constructos idénticos que 30 
carezcan de intrones. Usualmente, los intrones son colocados en el extremo 5ʼ del marco de lectura abierto. De 
acuerdo con lo anterior, un intrón comprende los casetes de expresión para expresar los polipéptidos de interés con 
el fin de incrementar la rata de expresión. Dicho intrón puede estar localizado entre el elemento promotor y/o 
promotor/potenciador, en el extremo 5ʼ del marco de lectura abierto del polipéptido que se va a expresar. Por lo tanto, 
se provee un ácido nucleico vector, en donde el casete de expresión (POI) comprende un intrón que está dispuesto 35 
entre el promotor y el codón de inicio del polinucleótido para expresar el polipéptido de interés. Varios intrones 
adecuados son conocidos en el estado del arte y que pueden ser utilizados en conjunción con la presente invención. 

De acuerdo con una realización, el intrón usado en los casetes de expresión para expresar los polipéptidos de interés, 
es un intrón sintético tal como el intrón SIS o RK. El intrón RK es un intrón sintético fuerte que se coloca preferiblemente 
en el codón de inicio ATG del gen de interés. El intrón RK consiste del sitio de empalme del donante de intrón del 40 
promotor CMV y el sitio de empalme del receptor de la región variable de la cadena pesada de IgG de ratón (véase, 
por ejemplo Eaton et al., 1986, Biochemistry 25, 8343-8347, Neuberger et al., 1983, EMBO J 2(8), 1373-1378; puede 
ser obtenido a partir del vector pRK-5 (BD PharMingen)). 

Adicionalmente, se encontró sorprendentemente que la colocación de un intrón en el extremo 3ʼ del marco de lectura 
abierto del gen DHFR  tiene efectos ventajosos sobre la rata de expresión/amplificación del constructo. El intrón usado 45 
en el casete de expresión DHFR lleva a una variante más pequeña no funcional del gen DHFR (Grillari et al., 2001, J. 
Biotechnol. 87, 59-65). Por lo tanto el nivel de expresión del gen DHFR disminuye. Esto lleva a una sensibilidad 
incrementada para MTX y a condiciones de selección más restrictivas. De acuerdo con lo anterior, se provee un ácido 
nucleico vector, en donde el casete de expresión (MASM) comprende un intrón que está localizado en 3ʼ del gen 
marcado seleccionable amplificable. Puede obtenerse un intrón adecuado a partir del vector pSV2-DHFR  (véase, por 50 
ejemplo más arriba). 

Dicho vector comprende al menos un casete de expresión adicional (PSM) que comprende un gen marcador 
seleccionable procariota. Dicho casete de expresión (PSM) está localizado entre los casetes de expresión (MSM) y 
(MASM). Dicho marcador seleccionable puede proveer una resistencia a antibióticos tales como por ejemplo 
ampicilina, kanamicina, tetraciclina y/o cloranfenicol. Dicho casete de expresión (PSM) está dispuesto preferiblemente 55 
en la misma orientación 5ʼ a 3ʼ que los otros casetes de expresión (POI), (MSM) y (MASM). 

El gen DHFR trabaja como un marcador y un gen de amplificación de genes. Puede presentarse selección cultivando 
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las células en ausencia de los metabolitos apropiados (hipoxantina y timidina) evitando por tanto el crecimiento de 
células no transformadas. Con el sistema DHFR, la expresión de los polipéptidos de interés puede ser incrementada 
exponiendo las células a antifolatos tales como el metotrexato por ejemplo (MTX) un fármaco que bloquea la actividad 
de la DHFR. Después de un cierto tiempo de exposición al metotrexato la mayoría de las células mueren, pero un 
pequeño número de células usualmente sobreviven para sobreproducir la DHFR. Con el tratamiento con metotrexato, 5 
con rampas hacia arriba en concentración, las células sobrevivientes pueden contener frecuentemente desde varios 
cientos hasta unos pocos miles de copias del vector integrado incrustado en cromosomas que son elongados 
frecuentemente. Células amplificadas con la mayor coincidencia producen más proteína recombinante que las células 
no amplificadas. 

Varias enzimas DHFR adecuadas y genes concordantes son conocidos en el arte anterior y pueden ser utilizados en 10 
conjunción con la presente invención. La DHFR puede ser una DHFR tipo silvestre o una variante funcional o un 
derivado de la misma. El término una “variante” o “derivado” incluye enzimas DHFR que tienen uno o más intercambios 
en las secuencia de aminoácidos (por ejemplo, eliminaciones, sustituciones o adiciones) con respecto a la secuencia 
de aminoácidos de la enzima DHFR respectiva, proteínas de fusión que comprenden una enzima de DHFR o un 
fragmento funcional de la misma y enzimas de DHFR que han sido modificadas para proveer una estructura y/o función 15 
adicionales, así como fragmentos funcionales de las anteriores, los cuales tienen todavía al menos una función de una 
enzima de DHFR. El gen DHFR seleccionado preferiblemente del grupo consistente de DHFR silvestre, una variante 
DHFR que tiene una sensibilidad reducida al MTX en comparación con la DHFR tipo silvestre y una variante DHFR 
que tiene una sensibilidad a MTX potenciada en comparación con la DHFR tipo silvestre. De acuerdo con una 
realización, el gen de DHFR es el gen de DHFR tipo silvestre. De acuerdo con una realización diferente, el gen de 20 
DHFR codifica una variante menos funcional de DHFR. Esto lleva a una sensibilidad incrementada por MTX y a 
condiciones de selección más restrictivas. Esto puede lograrse por ejemplo, colocando un intrón en el extremo 3ʼ del 
gen DHFR (véase más arriba). Una alternativa diferente podría basarse en el uso de un mutante/variante de DHFR 
que tiene una sensibilidad mayor hacia MTX que la DHFR tipo silvestre. Estas realizaciones son particularmente 
beneficiosas en el caso de que el vector sea usado en células huésped que son DHFR. 25 

En el caso en que se desee utilizar el sistema DHFR en células huésped incorporando una copia del gen DHFR en su 
propio genoma (por ejemplo CHO DHFR+), se prefiere utilizar una mutante/variante del gen DHFR, que sea menos 
sensible hacia antifolatos tales como el MTX que la DHFR tipo silvestre y así hasta cierto grado antifolato resistente a 
MTX. Por ejemplo, debido a mutaciones en el gen la sensibilidad del gen de DHFR hacia MTX puede ser reducida 
significativamente de tal manera que dicha variante pueda ser utilizada a concentraciones de antifolato (MTX) más 30 
altas. Dicha variante de DHFR antifolato y en particular sensible a MTX puede poseer por ejemplo una afinidad de 
enlazamiento antifolato/MTX reducida. Pueden utilizarse variantes respectivas de DHFR para “sobretitular” la 
expresión endógena de DHFR en líneas celulares tipo silvestre. Variantes DHFR respectivas “resistentes” o menos 
sensibles son bien conocidas en el arte anterior.  

El vector de expresión puede ser seleccionado del grupo consistente de  35 

(a) un ácido nucleico vector lineal que comprende los siguientes elementos genéticos en la disposición indicada, en 
donde la dirección 5ʼ a 3ʼ es indicada por la →: 

I. Promotor del casete de expresión (MASM) (→) 

II. Gen que codifica el marcador seleccionable y amplificable de mamífero del casete de expresión MASM (→) 

III. Intrón del casete de expresión (MASM) (→) 40 

IV. Sitio poliA del casete de expresión (MASM) (→) 

V. Promotor del casete de expresión (POI) (→) 

VI. Intrón del casete de expresión (POI (→) 

VII. Polinucleótido que codifica un polipéptido de interés, el cual es insertado en el casete de expresión (POI) (→)  

VIII. Sitio PoliA del casete de expresión (POI) (→) 45 

IX. Promotor del casete de expresión (POIʼ) (→) 

X. Intrón del casete de expresión (POIʼ) (→) 

XI. Polinucleótido que codifica un polipéptido adicional de interés, el cual está insertado en el casete de expresión 
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(POIʼ) (→) 

XII. Sitio poliA del casete de expresión (POIʼ) (→) 

XIII. Promotor del casete de expresión (MSM) (→)  

XIV. Gen que codifica el marcador seleccionable de mamíferos del casete de expresión (MSM) (→) 

XV. Sitio poliA del casete de expresión (MSM) (→) 5 

XVI. Casete de expresión PSM (→) o (←), 

(b) un ácido nucleico vector como se muestra en Seq ID No. 1 o Seq ID No. 16. 

La variante (a) en su forma circular se muestra en la figura 1 y en la Tabla 1 correspondiente. 

El vector de acuerdo con la presente invención puede ser obtenido disponiendo los casetes de expresión en el orden 
y orientación apropiados como se describe en más detalle más arriba. La disposición de los casetes de 10 
expresión/elementos genéticos puede hacerse utilizando enzimas de restricción y estrategias de clonación adecuadas 
con el fin de ensamblar el vector de expresión. 

De acuerdo con, lo anterior, se provee también un método para producir un ácido nucleico vector de acuerdo con al 
menos una de las reivindicaciones 1 a 6, en donde dicho método comprende disponer en un vector circular al menos 
los siguientes elementos genéticos 15 

(a) al menos un casete de expresión (POI) para expresar un polipéptido de interés, en donde dicho casete de expresión 
comprende al menos un elemento promotor o promotor/potenciador; 

(b) un casete de expresión (MSM) que comprende un gen marcador seleccionable de mamífero, en donde dicho gen 
marcador seleccionable de mamífero es un gen de resistencia a un antibiótico y en donde dicho casete de expresión 
comprende al menos un elemento promotor o promotor/potenciador; 20 

(c) un casete de expresión (MASM) que comprende un gen marcador seleccionable amplificable de mamífero, en 
donde dicho casete de expresión comprende al menos un elemento promotor o promotor/potenciador; 

(d) un casete de expresión (PSM) que comprende un gen marcador seleccionable procariota, 

de tal forma que el casete de expresión (POI) está flanqueada en 5ʼ por el casete de expresión (MASM), el casete de 
expresión (MSM) está localizado en 3ʼ desde el casete de expresión (POI), el casete de expresión (MASM) está 25 
dispuesto en 3ʼ desde el casete de expresión (MSM) y el casete de expresión (PSM) está localizado entre los casetes 
de expresión (MSM) y (MASM) y en donde los casetes de expresión (MASM), (POI) y (MSM) están dispuestos en la 
misma orientación 5ʼ a 3ʼ en donde dicho vector circular comprende un sitio de restricción de linealización único para 
linealizar el vector el cual está localizado entre los casetes de expresión (PSM) y (MASM) y linealizar el vector circular 
a través de dicho sitio de restricción de linealización único para proveer un vector linealizado de acuerdo con al menos 30 
una de las reivindicaciones 1 a 6. 

El vector de acuerdo con la presente invención puede ser utilizado para expresar el polipéptido de interés en muchas 
células huésped de mamíferos diferentes. El vector de expresión de la presente invención se integra usualmente en y 
se mantiene en el genoma. Hay dos formatos principales de células huésped, cultivos de células adherentes y cultivos 
en suspensión. Los cultivos de suspensión son los preferidos. Las líneas celulares más establecidas mantienen su 35 
carácter dependiente del anclaje a menos que se ejecuten esfuerzos especiales para adaptarlos al crecimiento en 
suspensión. Las formulaciones de medios comercialmente disponibles facilitan la transición. Básicamente cualquier 
célula huésped de mamífero puede ser utilizada en conjunción con la presente invención en tanto permita la expresión 
de un polipéptido. Células huésped de mamíferos adecuadas para los propósitos de la presente invención incluyen 
pero no se limitan a células derivadas de ratones (por ejemplo COP, L, C127, Sp2/0, NS-0, NS-1, At20 o NIH3T3), 40 
ratas (PC12, PC12h, GH3, MtT), hámster  (por ejemplo BHK, CHO y CHO defectuoso en el gen DHFR), monos (por 
ejemplo, COS1, COS3, COS7, CV1 y Vero) y humanos (por ejemplo Hela, HEK-293, PER-C6 derivador retina, células 
derivadas de fibroblastos diploides, células de mieloma y HepG2). Preferiblemente, la célula huésped es una célula 
CHO. La construcción del vector de acuerdo con la presente invención es particularmente adecuada para producir 
polipéptidos en células de roedores tales como CHO y células CHO defectuosas en el gen DHFR.  45 

También se proveen células huésped de mamíferos, que comprenden el vector de expresión linealizado de acuerdo 
con la presente invención el cual está integrado de manera estable en el genoma de la célula huésped de mamífero. 
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También se divulga una línea celular estable, que comprende un vector de expresión de acuerdo con la presente 
invención o un segmento de la misma en el genoma. El segmento comprenderá al menos los casetes de expresión 
decisivos para la presente invención. Puesto que el vector y sus características así como las células huésped 
adecuadas están descritas en detalle más arriba, nos referimos a la divulgación anterior. De acuerdo con lo anterior, 
también se provee un método para producir una célula huésped como se describió más arriba, en donde la célula 5 
huésped es transfectada de manera estable con el ácido nucleico vector linealizado de acuerdo con al menos una de 
las reivindicaciones 1 a 6. 

Hay varios métodos apropiados conocidos en el arte anterior para introducir un vector de expresión en una célula 
huésped de mamífero. Los métodos respectivos incluyen pero no se limitan a transfección con fosfato de calcio, 
electroporación, lipofección, transferencia de genes mediada por procedimientos biolísticos y polímeros. Más arriba 10 
se describen las células huésped adecuadas. 

Después de la introducción del ácido nucleico vector de expresión en las células huésped, los transformantes 
obtenidos son cultivados bajo condiciones selectivas adecuadas para ensayar la expresión del gen marcador 
seleccionable de mamífero incluido en el casete de expresión (MSM). Esto significa, que por ejemplo cuando el gen 
marcador seleccionable de mamífero es un gen con resistencia a antibióticos, los transformantes se cultivan en un 15 
medio que contiene el antibiótico correspondiente activo en células de mamífero y se seleccionan los transformantes 
que son viables bajo tales condiciones, permitiendo así la obtención de transformantes que expresan el gen marcador 
y ser así incorporados en el vector. Adicionalmente, puede llevarse a cabo una segunda etapa de selección cultivando 
los transformantes en un medio de selección adaptado para seleccionar el gen marcador seleccionable, amplificable, 
comprendido en el casete de expresión (MASM). De acuerdo con la invención se utiliza DHFR como gen marcador 20 
amplificable, seleccionable, y los transformantes pueden ser cultivados en un medio libre de nucleótidos o de purina 
en la presencia de un inhibidor de DHFR. 

En caso que se utilice un promotor inducible en al menos un casete de expresión, se debería proveer una señal de 
inducción correspondiente con el fin de iniciar la expresión del polipéptido. 

Con el fin de hacer uso del sistema de selección/amplificación de DHFR, dichas células huésped pueden ser cultivadas 25 
en la presencia de un inhibidor de DHFR. Inhibidores de DHFR adecuados son antifolatos tales como, por ejemplo, el 
MTX. La concentración de antifolato/MTX usada depende de la célula huésped y de la variante DHFR incorporada en 
el vector. El rango de concentración puede ser seleccionado para procedimientos de amplificación en etapas múltiples 
en células huésped de DHFR- por ejemplo en valores alrededor de 5 nM-20 nM que varían hasta valores de 500 nM a 
1000 nM o incluso mayores para etapas secundarias o posteriores de amplificación. Para células DHFR+ las 30 
concentraciones de inicio están usualmente en el rango de 100 nM a 750 nM, preferiblemente 500 nM en las primeras 
etapas y de 500 nM a 1000 nM y más para etapas de amplificación posteriores. Se describen más arriba variantes de 
DHFR adecuadas. 

Con el vector de expresión de acuerdo con la presente invención, pueden expresarse/producirse varios polipéptidos 
diferentes de interés. El término polipéptido se refiere a una molécula que comprende un polímero de aminoácidos 35 
enlazados entre sí mediante enlaces peptídicos. Los polipéptidos incluyen polipéptidos de cualquier longitud, 
incluyendo proteínas (por ejemplo que tienen más de 50 aminoácidos) y péptidos (por ejemplo 2-49 aminoácidos). Los 
polipéptidos incluyen proteínas y/o péptidos de cualquier actividad o bioactividad, incluyendo por ejemplo polipéptidos 
bioactivos tales como proteínas o péptidos enzimáticos (por ejemplo, proteasas, quinasas, fosfatasas), proteínas o 
péptidos receptores, proteínas o péptidos transportadores, proteínas bactericidas y/o de enlazamiento a endotoxinas, 40 
proteínas o péptidos estructurales, polipéptidos inmunes, toxinas, antibióticos, hormonas, factores de crecimiento, 
vacunas o similares. Dicho polipéptido puede ser seleccionado del grupo consistente de hormonas peptídicas, 
interleucinas, activadores de plasminógeno de tejidos, citoquinas, inmunoglobulinas, en particular anticuerpos o 
fragmentos de anticuerpos o variantes de los mismos. Dicha inmunoglobulina puede ser de cualquier isotipo. Muy 
frecuentemente, se producen/necesitan moléculas de IgG (por ejemplo IgG1) como proteínas terapéuticas. Un 45 
fragmento de anticuerpos es cualquier fragmento de un anticuerpo que comprende al menos 20 aminoácidos de dicho 
anticuerpo entero, preferiblemente al menos 100 aminoácidos, el cual al menos tiene todavía una capacidad de 
enlazamiento al antígeno. El fragmento de anticuerpo puede comprender la región de enlazamiento del anticuerpo tal 
como un fragmento Fab, un fragmento F(ab)2, multicuerpos que comprenden múltiples dominios de enlazamiento tales 
como diacuerpos, triacuerpos o tetracuerpos, anticuerpos o aficuerpos de dominio sencillo. Una variante de 50 
anticuerpos es un derivado de un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que tiene la misma función de enlazamiento 
pero, por ejemplo, una secuencia de aminoácidos alterada. Dicho anticuerpo y/o fragmento de anticuerpo puede 
comprender una cadena liviana murínica, cadena liviana humana, cadena liviana humanizada, cadena pesada humana 
y/o cadena pesada murínica así como fragmentos activos o derivados de los mismos. Por lo tanto, puede ser por 
ejemplo murínico, humano, quimérico o humanizado. 55 

La presente invención también provee métodos para producir un polipéptido de interés, comprendiendo dicho método 
cultivar al menos una célula huésped de acuerdo con la reivindicación 8 en un medio de cultivo celular bajo condiciones 
que permiten la expresión de dicho polipéptido de interés.  
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En una etapa siguiente, dicho polipéptido puede ser aislado/recolectado a partir del cultivo celular. El polipéptido 
expresado de interés puede ser obtenido destruyendo las células huésped. Los polipéptidos también pueden ser 
expresados, por ejemplo secretados en el medio de cultivo y pueden ser obtenidos a partir del mismo. También son 
posibles combinaciones de los métodos respectivos. Por lo tanto, pueden producirse productos, en particular 
polipéptidos y obtenerse/aislarse eficientemente con alto rendimiento. El polipéptido obtenido también puede ser sujeto 5 
de etapas posteriores de procesamiento tales como por ejemplo etapas de  purificación y/o modificación con el fin de 
producir el producto de interés en la calidad deseada. 

De acuerdo con una alternativa, dicho polipéptido de interés es secretado en el medio de cultivo celular y 
subsecuentemente aislado a partir del medio de cultivo celular. El polipéptido es preferiblemente una molécula de 
inmunoglobulina tal como un anticuerpo o un fragmento funcional del mismo. Con el fin de promover la secreción del 10 
polipéptido de interés puede utilizarse una secuencia líder. Preferiblemente, se utiliza la secuencia líder de una 
molécula de inmunoglobulina. 

El vector de expresión de acuerdo con la presente invención así como células huésped y polipéptidos adecuados de 
interés se describen en detalle más arriba; nos referimos a la divulgación anterior. 

El método para producir el polipéptido de interés puede comprender al menos una de las siguientes etapas: 15 

- aislar el polipéptido de interés a partir de dicho medio de cultivo celular y/o a partir de dicha célula huésped; y/o 

- procesar el polipéptido aislado de interés. 

El polipéptido de interés producido de acuerdo con la invención puede ser recuperado, purificado adicionalmente, 
aislado y/o modificado por métodos conocidos en el arte. Por ejemplo, el producto puede ser recuperado a partir del 
medio nutritivo por procedimientos convencionales que incluyen, pero no se limitan a, centrifugación, filtración, 20 
ultrafiltración, extracción o precipitación. La purificación puede llevarse a cabo mediante una variedad de 
procedimientos conocidos en el arte incluyendo, pero no limitándose a, cromatografía (por ejemplo, intercambio de 
iones, afinidad, hidrófoba, cromatoenfoque y exclusión por tamaño), procedimientos electroforéticos (por ejemplo, 
enfoque isoeléctrico preparativo), solubilidad diferencial (por ejemplo, precipitación con sulfato de amonio) o 
extracción. 25 

De acuerdo con una realización que es ventajosa en particular para la producción de proteínas/péptidos farmacéuticos, 
la célula huésped es cultivada en suspensión bajo condiciones libres de suero. El polipéptido obtenido puede ser 
purificado posteriormente, por ejemplo, purificando el polipéptido presente en el cultivo celular sobrenadante utilizando 
métodos cromatográficos (por ejemplo, purificación por afinidad). 

Los polipéptidos producidos de acuerdo con el método de la presente invención representan buenas propiedades de 30 
estabilidad. Los resultados también muestran que los polipéptidos son expresados en forma funcional y por lo tanto 
en la conformación correcta. De acuerdo con lo anterior, la invención también provee polipéptidos obtenidos por el 
método de producción de acuerdo con la presente invención usando el vector de expresión descrito en detalle más 
arriba. Como se delineo más arriba, los polipéptidos se obtienen con un buen rendimiento. El polipéptido es 
preferiblemente una molécula de inmunoglobulina tal como un anticuerpo o un fragmento funcional del mismo. 35 

La figura 1 muestra un ácido nucleico vector circular. 

La figura 2 muestra la versión linealizada del ácido nucleico vector de acuerdo con la figura 1 con el fin de demostrar 
la influencia de la posición del sitio de restricción de linealización. 

Los números 1 a 17 mostrados en las figuras 1 y 2 indican los elementos/características genéticos del ácido nucleico 
vector y se describen en detalle en la subsiguiente Tabla 1. Si no se define otra cosa, las flechas blancas caracterizan 40 
elementos promotores y/o promotores/potenciadores; las cajas rayadas caracterizan elementos de intrón, las flechas 
negras simbolizan los polinucleótidos para expresar el polipéptido de interés; las cajas con cuadriculas caracterizan el 
sitio poliA; las flechas con cuadriculas los genes marcadores de mamíferos en el casete de expresión (MSM) y 
(MASM); la flecha punteada el gen marcador seleccionable procariota; como puede verse, todos los elementos 
genéticos están dispuestos en la misma orientación 5ʼ a 3ʼ (indicada por la dirección de la flecha). Los ácidos nucleicos 45 
vectores pBW147, pBW154 y pBW160, que se describen en más detalle más adelante, se construyen 
respectivamente. 

Tabla 1. Orientación y disposición de los elementos genéticos de acuerdo con un ácido nucleico vector como se 
muestra en las figuras 1 y 2 
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Numeración en figura 1 y 2 Elemento genético 

1 Promotor del casete de expresión (POI) (diagramado por la flecha blanca). Es 
por ejemplo un promotor/potenciador de CMV. 

2 Intrón del casete de expresión (POI) (diagramado por la caja rayada). Es por 
ejemplo un intrón RK como se describe más arriba.  

3 Polinucleótido que codifica un polipéptido de interés, el cual es insertado en el 
casete de expresión (POI) (diagramado por la flecha negra). De acuerdo con la 
realización mostrada, es la cadena liviana de un anticuerpo monoclonal (mAB-
LC). 

4 Sitio poliA del casete de expresión (POI) (diagramado por la caja cuadriculada). 
Es por ejemplo un sitio poliA SV40.  

5 Promotor del casete de expresión (POIʼ) (diagramado por la flecha blanca). Es 
por ejemplo un promotor/potenciador de CMV. 

6 Intrón del casete de expresión (POIʼ) (diagramado por la caja rayada). Es por 
ejemplo un intrón RK, como se describió más arriba. 

7 Polinucleótido que codifica un polipéptido adicional de interés, el cual es 
insertado en el casete de expresión (POIʼ) (diagramado por la flecha negra). 
De acuerdo con la realización mostrada, es la cadena pesada de un anticuerpo 
monoclonal (mAB-HC). 

8 Sitio poliA del casete de expresión (POIʼ) (diagramado por la caja 
cuadriculada). Es por ejemplo un sitio poliA SV40.  

9 Promotor del casete de expresión (MSM) (diagramado por la flecha blanca). Es 
por ejemplo un promotor/potenciador SV40. 

10 Gen que codifica el marcador seleccionable de mamífero del casete de 
expresión (MSM) (diagramado por la flecha cuadriculada). Es por ejemplo el 
gen neo. 

11 Sitio poliA del casete de expresión (MSM) (diagramado por la barra). Es por 
ejemplo un sitio poliA sintético como se describió más arriba.  

12 Casete de expresión PSM (diagramado por la flecha rayada). Puede 
comprender por ejemplo un gen marcador seleccionable procariota que provee 
una resistencia contra ampicilina. 

13 Sitio de restricción de linealización (diagramado por la barra). Dicho sitio es 
preferiblemente un sitio de restricción único.  

14 Promotor del casete de expresión (MASM) (diagramado por la flecha blanca). 
Es por ejemplo un promotor SV40. 

15 Gen que codifica el marcador seleccionable amplificable de mamífero del 
casete de expresión (MASM) (diagramado por la flecha cuadriculada). Es por 
ejemplo el gen DHFR. 

16 Intrón en el casete de expresión (MASM) (diagramado por la barra). Este intrón 
está presente opcionalmente. 

17 Sitio poliA del casete de expresión (MASM) (diagramado por la caja 
cuadriculada). Es por ejemplo un sitio poliA SV40. 

 

E08865499
01-08-2016ES 2 585 502 T3

 



 

14 

Subsecuentemente, se dan ejemplos adecuados para los elementos de vector descritos, los cuales, sin embargo, no 
son limitantes. 

Se utiliza un marcador DHFR seleccionable amplificable de mamífero. Un ejemplo adecuado de un polinucleótido de 
DHFR de ratón tipo silvestre se provee con Seq ID No. 5 el cual se utiliza preferiblemente con las células huésped de 
DHFR-. Una forma mutante adecuada de DHFR se provee con Seq ID No. 6. Una forma mutante respectiva se utiliza 5 
preferiblemente junto con las células DHFR+. La Seq ID No. 12 muestra un mutante de DHFR que incluye un intrón 
adecuado para incrementar adicionalmente la presión de selección (véase más arriba). Pueden utilizarse también 
variantes o fragmentos funcionales de los anteriores. 

Se prefiere el uso de neo como gen marcador seleccionable de mamífero. Se provee una secuencia adecuada con 
Seq ID No. 7. Pueden usarse también variantes o fragmentos funcionales. 10 

Como una secuencia promotora para guiar la expresión del polipéptido de interés se prefiere el uso de un promotor 
de CMV. Se provee una secuencia adecuada con Seq ID No. 8. También pueden utilizarse variantes o fragmentos 
funcionales de la misma. 

Se prefiere como secuencia promotora para guiar la expresión de los genes marcadores seleccionables MSM y MASM 
el uso de un promotor SV40. Se provee una secuencia adecuada con Seq ID No. 9. También pueden usarse variantes 15 
o fragmentos funcionales de la misma.  

Puede utilizarse como secuencia de poliadenilación para los polipéptidos de interés y/o el MASM un sitio poliA SV40. 
Una secuencia adecuada se muestra como Seq ID No. 10. También pueden utilizarse variantes o fragmentos 
funcionales de las mismas o una orientación invertida (sitio poliA de SV40 tardío o temprano). 

Puede utilizarse una secuencia de intrón de un intrón RK para el casete de expresión (POI) que codifica el polipéptido 20 
de interés. Se provee una secuencia adecuada con Seq ID No. 11. Pueden utilizarse también variantes o fragmentos 
funcionales de la misma. 

Como sitio de poliadenilación sintético que puede utilizarse, por ejemplo, en conjunción con el marcador seleccionable 
de mamífero (MSM), se muestra como Seq ID No. 13. Pueden usarse también variantes o fragmentos funcionales de 
la misma. 25 

Un marcador seleccionable (PSM) bacteriano adecuado es por ejemplo el gen de beta-lactamasa que provee 
resistencia a la ampicilina. Se provee una secuencia adecuada con Seq ID No. 14. Pueden utilizarse también variantes 
o fragmentos funcionales de la misma. 

Adicionalmente, el ácido nucleico vector puede comprender al menos un sitio de clonación múltiple (MCS) para insertar 
por ejemplo un polinucleótido que codifica un polipéptido de interés. Puede proveerse el MSC en 3ʼ y 5ʼ del 30 
polinucleótido que codifica el polipéptido de interés. Se proveen sitios MCS adecuados como Seq ID No. 4 (localizada 
preferiblemente en el sitio/región de 5ʼ) y Seq ID No. 15 (localizada preferiblemente  en el sitio/región 3ʼ). Estos sitios 
MCS pueden ser utilizados por ejemplo con el fin de introducir el polinucleótido que codifica el polipéptido de interés. 

Ácidos nucleicos vectores preferidos particularmente se muestran como Seq ID No. 1 (que comprende el gen DHFR 
tipo silvestre, dicho vector es particularmente útil para el sistema DHFR-) y Seq ID No. 16 (que comprende un gen 35 
DHFR mutante, dicho vector es particularmente útil para el sistema DHFR+). 

Ejemplos 

La presente invención se describe ahora por medio de ejemplos no limitantes, los cuales sin embargo, constituyen 
realizaciones preferidas de la presente invención. 

I. Métodos de cultivo celular y transfección 40 

Subsecuentemente, se describen métodos apropiados para transfectar y cultivar las células huésped de acuerdo con 
la presente invención para expresar un polipéptido de interés, por medio de ejemplos.  

Ejemplo 1:  Cultivo celular 

Se cultivan células CHO en un medio CHO adecuado tal como por ejemplo ExCell81134 (obtenida de SAFC 
Biosciences). Las células son replicadas 2-3 veces por semana en medio fresco y se mantiene en fase de crecimiento 45 
logarítmico a lo largo del estudio. 
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Ejemplo 2 : Estrategia de transfección 

Para transfección, se usan células CHO progenitoras en fase de cultivo exponencial con una viabilidad superior al 
90%. Las transfecciones por lipofección se efectúan utilizando el reactivo DMRIE-C de acuerdo con las instrucciones 
del fabricante (Invitrogen). La cantidad de células es ajustada a 1x106 células en medio OptiMEM I (Invitrogen). Para 
la lipofección, se mezclan entre sí 2 µg o 4 µg del vector de expresión y 4 µl del reactivo DMRIE-C durante 28 minutos 5 
a temperatura ambiente y se agregan a las células durante 4 horas a 37ºC. Las células son diluidas entonces a 2x105 
células/ml de medio de cultivo e incubadas durante 2 días a 37ºC y CO2 al 5%.   

Ejemplo 3 . Selección de neomicina y amplificación de gen 

El marcador de selección de neomicina localizado en el ácido nucleico vector de expresión permite la selección de 
resistencia G418. Para la selección de transfectantes, se cultivan células en la presencia de 0.8 mg/ml de G418 10 
(Invitrogen) durante aproximadamente dos semanas. Dos semanas después de la transfección y selección de G418, 
surgen poblaciones reunidas que consisten predominantemente de células resistentes G418. Las células son 
cultivadas entonces en la ausencia de nucleótidos durante aproximadamente dos semanas. Se inicia entonces la 
amplificación genética mediante la adición de MTX 20 nM al medio de cultivo. Después de tres semanas de cultivo, se 
genera una reserva celular heterogénea amplificada. El marcador de selección/amplificación de DHFR (dihidrofolato 15 
reductasa) permite la amplificación del gen de DHFR así como del transgen agregando el análogo de ácido fólico 
metotrexato (MTX) al medio de cultivo, dando como resultado títulos incrementados para las reservas de transfección. 
Después de la recuperación de la crisis, las reservas experimentan una segunda y una tercera etapa de amplificación 
utilizando concentraciones más altas de MTX cada una durante aproximadamente  dos semanas (MTX 100 nM y 500 
nM). En cada etapa las células son congeladas después de la recuperación de la reserva. 20 

Ejemplo 4.  Establecimiento de líneas celulares clonales 

Para obtener una línea celular clonal (esto es una línea celular derivada de una célula individual), la reserva de células 
transfectadas de manera estable puede ser diluida y sembrada en placas de 96 pozos con una densidad celular de 
0.3-0.5 células por pozo (dilución limitada). Las células que forman una colonia distinguible son escaladas utilizando 
procedimientos estándar. Eventualmente, se evalúan clones individuales para la expresión de polipéptidos 25 
recombinantes, reteniendo los productores más altos después del cultivo y análisis. A partir de estos candidatos, se 
escogen líneas celulares con características de crecimiento y productividad apropiadas para la producción de la 
proteína recombinante. La productividad puede ser mejorada usualmente de manera adicional 
estableciendo/adaptando las condiciones del cultivo esto es agregando aditivos tales como peptonas. 

II. Construcciones de vector 30 

Son factibles varios ensamblajes de vector de acuerdo con las enseñanzas de la presente invención. Puesto que los 
elementos individuales del vector son conocidos en el arte anterior, pueden ensamblarse vectores adecuados por 
ejemplo secuenciando o amplificando y clonando de manera apropiada los elementos genéticos básicos y los casetes 
de expresión en la orientación deseada. Los métodos de clonación respectivos están en el estado del arte y también 
la secuencia de elementos genéticos descrita más arriba esta descrita en el arte anterior. Subsecuentemente, se 35 
describe a manera de ejemplo la generación de varios constructos de vector. Sin embargo, debe entenderse por los 
expertos en el arte que son adecuadas y fácilmente obtenibles otras varias realizaciones y maneras de obtener 
vectores respectivos. 

Con el fin de facilitar el entendimiento de la disposición de los constructos de vector descritos aquí a manera de ejemplo 
y sus vectores precursores, las Tablas 1 y 2 proveen una visión de los elementos genéticos principales comprendidos 40 
en estos vectores, su orden y orientación. Desde luego, solamente se muestran los elementos principales, los vectores 
sin embargo, pueden comprender elementos adicionales genéticos o secuencias esqueleto. Cada columna en la tabla 
representa un constructo de vector. Desde la fila superior a la fila inferior los elementos genéticos de los casetes de 
expresión están listados en el orden de su disposición y su orientación sobre el vector. Puesto que los vectores 
descritos son circulares, el elemento mostrado en la última fila de cada columna es en efecto adyacente al elemento 45 
genético mostrado en la primera fila (desde luego, pueden estar presentes secuencias de esqueleto). La orientación 
de cada elemento genético está indicada por las flechas. La cabeza de la flecha apunta a la dirección 3ʼ del elemento 
genético respectivo. 
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pBW133 10416bp pBW139 9213bp pBW146 9247bp pBW159 11122bp 

CMVprom/pot → CMVprom/pot → CMVprom/pot, comprende 
un sitio de restricción SpeI 
(153) → 

CMVprom/pot → 

RK-intrón → RK-intrón → RK-intrón → RK-intrón → 

mAB-LC → mAB-LC → mAB-LC → mAB-LC → 

MCS I MCS  MCS  MCS  

poliA de SV40 → poliA de SV40 → poliA de SV40 → poliA de SV40 → 

Sitio de restricción DraIII 
(2365) 

CMVprom/pot → CMVprom/pot comprende 
un sitio de restricción SpeI 
(2519) → 

CMVprom/pot → 

DHFR* porta un sitio de 
restricción ScaI (2870); 
orientación inversa ← 

RK-intrón → RK-intrón → RK-intrón → 

SV40prom/pot; orientación 
inversa ← 

MCS MCS2 mAB-HC → 

Sitio de restricción DraIII 
(3561)  

mAB-HC → mAB-HC → MCS 

SV40prom/pot MCS MCS Promotor T3 

Neo → poliA de SV40 → Promotor T3 poliA de SV40 → 

CMVprom/pot → Región fago f1 que 
comprende un sitio de 
restricción DraIII (5456) → 

poliA de SV40 → Región fago f1 → 

RK-intrón → SV40prom/pot → Región fago f1 → Prom/pot SV40 → 

MCS2 Neo → Prom/potSV40 que 
comprende un origen 
mínimo de replicación de 
SV40 → 

Neo → 

mAB-HC → SV40poliA → Neo → PoliA sintético 

SV40poliA → Amp que comprende un 
sitio de restricción ScaI 
(7828) → 

poliA sintético  Amp → 

Amp que porta ScaI (9031) 
→ 

Sitio de restricción Bg/II 
(9209), 5ʼ al CMV prom/pot 

Amp → 3 Sitios pA  

  Sitio de restricción Bg/II 
(9243), adyacente en 5ʼ 
del prom/pot de CMV 

Intrón  

   DHFR; orientación inversa 
← 
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pBW133 10416bp pBW139 9213bp pBW146 9247bp pBW159 11122bp 

   promSV40; orientación 
inversa ← 

   Sitio de restricción SwaI 
(11113) 

 

Tabla 3 – Orden de los elementos genéticos en los vectores de expresión 

pBW147 11053bp pBW154 11109bp pBW160 11122bp 

prom/pot CMV, que comprende un 
sitio de restricción SpeI (153) → 

CMVprom/pot → CMVprom/pot → 

RK-intrón → RK-intrón → RK-intrón → 

mAB-LC → mAB-LC → mAB-LC → 

PoliA de SV40 → PoliA de SV40 → PoliA de SV40 → 

prom/pot de CMV, que comprende 
un sitio de restricción SpeI (2519) → 

CMVprom/pot → CMVprom/pot → 

RK-intrón → RK-intrón → RK-intrón → 

mAB-HC → mAB-HC → mAB-HC → 

PoliA de SV40 → PoliA de SV40 → PoliA de SV40 → 

SV40 prom/pot → SV40 prom/pot → SV40 prom/pot → 

Neo → Neo → Neo → 

poliA sintético poliA sintético poliA sintético 

Amp → Amp → Amp → 

Swa I sitio de restricción (9288) Swa I sitio de restricción (9243) Swa I sitio de restricción (9256) 

SV40 prom/pot → SV40 prom → SV40 prom → 

DHFR*→ DHFR → DHFR → 

Sitio Bgh pA → Intrón  Intrón  

 poliA de SV40 poliA de SV40 

 

Las abreviaturas en las tablas anteriores 1 a 3 y en las figuras 1 y 2 tienen significados regulares como son evidentes 
para la persona de experiencia en el arte y como se describió más arriba, y tienen en particular los siguientes 5 
significados:    

MCS = sitio de clonación múltiple 

mAB-HC = cadena pesada de anticuerpo monoclonal 
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mAB-LC = cadena liviana de anticuerpo monoclonal 

intrón = véase Grillari et al, 2001, 3. Biotechnol. 87, 59-65 

prom/pot = promotor/potenciador 

Ejemplo 5:  Construcción del vector de expresión pBW147 

En esta disposición la configuración en tándem de genes mAB y la DHFR* (variante mutante que tiene una sensibilidad 5 
más baja a MTX que la DHFR tipo silvestre) combinada con el sitio bgh pA, se prueba. El casete de DHFR* se coloca 
en 5ʼ antes del casete de expresión (POI), que comprende la mAB-LC, de tal manera que todos los marcos de lectura 
abiertos son colocados en una dirección de lectura. El ensamblaje de pBW147 se muestra en la Tabla 3. 

La pBW147 puede construirse a partir de pBW133 (por favor hágase referencia también a la Tabla 2). La construcción 
de pBW147 se describe aquí. 10 

Construcción de pBW133  

Las construcciones de vector descritas más abajo se basan en el vector de expresión pCI-neo disponible 
comercialmente (Promega Corporation, Estados Unidos). La secuencia de ADN completa está disponible 
públicamente (número de acceso GenBank/EMBL: U47120). Se introduce en pCIneo un sitio de clonación múltiple 
nuevo. 15 

Las dos cadenas del sitio de clonación múltiples son sintetizadas de novo. El pCIneo es cortado con NheI y XmaI. El 
MCS antiguo es eliminado por electroforesis en gel. El sitio de clonación múltiple nuevo es sintetizado de manera que 
los nucleótidos 4 terminales del extremo 5ʼ de la cadena antisentido y el extremo 3ʼ terminal de la cadena superior de 
ADN no son sintetizados. Después de fusionar ambas cadenas se crean extremos compatibles para NheI y XmaI. 

La secuencia del nuevo sitio de clonación múltiple es como sigue (véase secuencia Seq. ID No. 2): 20 

ApalSgrAl  
AgeI PmeI EcoRV PshAl  

EcoO109I BstEII PmlI BspEI AscI 
 

El plásmido resultante de la ligazón de pCIneo con MCS se denomina pCI-neo-2 para propósitos de descripción. El 
pCI-neo-2 es modificado adicionalmente por la introducción del intrón pRK de pRK5 (BD PharMingen). Por lo tanto, el 
pCI-neo-2 es digerido con ApaI. Se crean extremos romos mediante tratamiento con T4 polimerasa. Luego el plásmido 
es dirigido con NdeI. Se digiere la pRK5 con NdeI y NruI (cortador de extremos romos). El intrón RK que contiene el 25 
fragmento es aislado y ligado con el esqueleto pCIneo2. El plásmido resultante es pCIneo2RK. 

Para llevar ambos casetes de expresión a un vector, puede obtenerse el vector pCIneoDHFR*-RK. El pCIneoDHFR*-
RK es obtenido como sigue:  

El casete de expresión DHFR* es amplificado por PCR a partir del vector pCHI-LC (Simulect SP2/0 vector de expresión 
de cadena ligera). Los cebadores son BB35 30 
(GGGCACTACGTGCCGCGGATTTAAATGCGGCCGCATATGGTGCACT - Seq. ID No. 3) y BB36 
(GGGCACGTAGTGTTTATTAGGGGAGCAGAGAACTTGAA - Seq. ID No. 4). 

El fragmento de PCR es clonado en pCIneoRK a través de digestión con restricción DraIII dando el vector 
pCIneoDHFR*-RK. pCIneoDHFR*-RK es abierta por digestión con Eco0109I. Con el fin de crear extremos romos, se 
lleva a cabo posteriormente tratamiento con la enzima Klenow. 35 

El casete de expresión de pCIneo2RK es escindido digiriendo el plásmido con BgIII, NgoMIV y StuI. Después de la 
ligación de los dos fragmentos se crea el vector de expresión pCHO2neoN “vacío”. Se inserta en el pCHO2neoN el 
gen de anticuerpo de cadena liviana a través del sitio de restricción MIuI y SaII creando por lo tanto un constructo de 
vector, al cual nos referimos como pBW108. El gen del anticuerpo es amplificado entonces utilizando cebadores que 
contienen los dos sitios de restricción. 40 

La cadena pesada mAB es insertada en pBW108 a través de digestión en PmeI y AscI del vector, obteniéndose por 
tanto un constructo de vector considerado como pBW111 para propósitos de descripción. La cadena pesada es 
amplificada por PCR con el extremo 5ʼ generando extremos romos y el extremo 3ʼ del gen conteniendo el sitio de 
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restricción AscI. 

En pBW111 la región 5ʼ no traducida de la cadena liviana es intercambiada puesto que un codón adicional ATG está 
presente en el frente de la cadena de ADNc ligera. Esto se logra seccionando un fragmento Bg/II / MluI de pBW111 y 
reemplazándolo con el fragmento corregido. El nuevo plásmido se considera como pBW133.  El pBW133 es el primer 
vector con todos los genes sobre un plásmido. La disposición de los genes es: LC-DHFR (dirección opuesta) – neo-5 
HC (véase también Tabla 2). Este vector es uno de los materiales de partida que pueden ser utilizados para obtener 
vectores de acuerdo con las enseñanzas de la presente invención. Sin embargo, es claro que hay varias otras formas 
para obtener vectores respectivos. 

Construcción de pBW139 

El segundo constructo de vector que puede ser utilizado para obtener pBW147 tiene la configuración de pBW139. 10 
pBW139 puede crearse a partir de pBW115. Para la construcción de pBW115, el gen de cadena pesada es clonado 
en pClneoRK (véase más arriba). Sin embargo, el pClneoRK se digiere con MluI y Nrul (cortadores de extremo romo), 
mientras que el fragmento de PCR de cadena pesada es digerido con Ascl (3’) (compatible con MluI) y  es romo en 5’. 
El plásmido resultante se considera como pBW115.  

EL pBW115 es digerido con ScaI y BglII. Luego se hace un llenado con Klenow para clonar extremos romos. El casete 15 
de expresión de cadena liviana es escindido del pBW133 con ScaI y DraIII. Con el fin de crear extremos romos, se 
hace un tratamiento con ADN-T4 polimerasa. El resulte de la ligación es un vector que tiene una configuración como  
pBW139 (véase Tabla 2).  

Ensamblaje de pBW147  

Para obtener pBW147, se digiere pBW133 con Spel, XhoI. Las partes que contienen el fragmento del promotor CMV 20 
y la primera parte de la cadena pesada se aíslan y se ligan a pBW139, el cual también es cortado con Spel, XhoI. En 
el vector resultante el casete de cadena pesada se encuentra sin un codón de ATG adicional de ruptura. Con el fin de 
recuperar la cadena liviana hacia el vector, el pBW139 se digiere con Spel. El fragmento que contiene LC es insertado 
en pBW148 el cual es abierto con Spel. El plásmido resultante tiene una configuración como pBW146 (véase Tabla 
2).  25 

En pBW146 se inserta el gen DHFR de pBW112 (vector de expresión de otro proyecto). Sin embargo, el gen DHFR 
también podría ser obtenido a partir de una fuente diferente, dependiendo de la clase de variante de DHFR deseada. 
El pBW146 es digerido con BglII. Después de esto el casete de DHFR es amplificado por PCR con cebadores que 
contienen sitios de restricción BglII y BamHI. El fragmento de PCR es digerido con las dos enzimas e insertado en el 
sitio de ajuste BglII de pBW146. El plásmido resultante tiene una configuración como pBW147, en donde todos los 30 
casetes de expresión tienen la misma orientación. La estructura se muestra en la Tabla 3.  

Este vector de expresión puede ser utilizado para obtener transfecciones estables. Con el fin de incrementar 
adicionalmente el rendimiento de la expresión,  puede seleccionarse una variante de DHFR tipo silvestre muy 
“sensible” a MTX, en donde también las concentraciones de MTX deberían ser adaptadas adecuadamente. 

Ejemplo 6 . Construcción del vector de expresión pMW154  35 

Para este vector, se prueba la configuración en tándem de los genes mAB y el casete del gen DHFR de pSV2DHFR 
(versión tipo silvestre de DHFR con alta sensibilidad a MTX). El casete de expresión de DHFR de pSV2DHFR 
(ATCC#374146) es amplificado por PCR. El fragmento contenía el promotor y los sitios poliA. Como antes, los oligos 
tenían sitios de restricción BglII / BamHI. El casete de expresión de DHFR es insertado en el sitio de restricción BglII 
de pBW146, dando como resultado un constructo de vector que tiene la misma estructura que pBW154. La estructura 40 
de pBW154 se muestra en la Tabla 3 y puede ser derivada de la figura 1 y figura 2 las cuales muestran un ejemplo 
general de un constructo de vector que tiene una estructura/configuración global respectiva de los elementos 
genéticos. La secuencia de pBW154 se provee como Seq. ID No 1. El polinucleótido de cadena liviana es marcado 
como n (en la solicitud de prioridad indicada con la referencia V), el polinucleótido de cadena pesada esta marcado 
como n (en la solicitud de prioridad indicado con la referencia Y) en Seq. ID No. 1. Las características de pBW154 se 45 
resumen en la Tabla 4. Desde luego, también pueden utilizarse otros elementos de vector, por ejemplo promotores 
diferentes, potenciadores diferentes, sitios poliA diferentes y otros elementos tales como oris. Además, es posible 
conmutar los casetes de expresión para la cadena liviana y la pesada de la molécula de inmunoglobulina. Sin embargo, 
la selección y la disposición mostradas de los elementos del vector son las preferidas. Como se delineó más arriba, 
también pueden utilizarse fragmentos funcionales de moléculas de inmunoglobulina. Por lo tanto, el “nnn” indicado 50 
solamente sirve para propósitos de ilustración y no indican ninguna restricción de tamaño puesto que pueden estar 
presentes secuencias de inmunoglobulina más pequeñas o más grandes en la posición correspondiente. Con el fin de 
facilitar la comparación con las figuras 1 y 2, las cuales muestran la construcción general de los vectores de acuerdo 
con la realización preferida de la invención, hemos indicado la numeración de los elementos correspondientes en las 
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figuras 1 y 2. 

Tabla 4 

Par de bases 
de inicio 

Final  Característica  Numeración correspondiente 
en figura 1 y 2 

1 743 Prom/pot de CMV 1 

857 1000 RK-intrón  2 

1054 1766 mAB-LC 3 

1815 2036 poliA de SV40 4 

2367 3109 Prom/pot de CMV 5 

3223 3366 RK-intrón 6 

3452 4863 mAB-HC 7 

4931 5152 poliA de SV40 8 

5766 6184 Prom de SV40 9 

6229 7024 Neomicina fosfotransferasa 10 

7087 7135 PoliA sintético  11 

7546 8406 Gen con resistencia a antibiótico por beta lactamasa 12 

9243  Sitio de linealización único 13 

9422 9617 SV40prom 14 

9640 10204 DHFR 15 

9776 10426 Intrón (donante-receptor) 16 

10909 11098 PoliA  de SV40 17 

 

Todos los elementos genéticos están dispuestos en la misma orientación 5ʼ a 3ʼ. Con este constructo de vector 
utilizando un DHFR tipo silvestre, la amplificación de genes como se describió más arriba trabaja muy eficientemente. 5 
El título en un experimento por los lotes estándar puede ser incrementado en 10-20 veces. Aquí, se observa un gran 
incremento en el título de expresión del anticuerpo por amplificación con MTX. Partiendo de un tratamiento G418, a lo 
largo del tratamiento sin nucleótidos hasta de varias concentraciones diferentes con MTX (MTX 20 y 100 nM), el título 
se incrementa constante y considerablemente. Sin embargo, utilizando concentraciones de MTX mucho más altas (por 
ejemplo, MTX 500 nM) no se obtienen usualmente ventajas adicionales con células CHO, aunque pueden utilizarse 10 
altas concentraciones respectivas. Los títulos de anticuerpos obtenidos para reservas a lo largo del proceso de 
selección/amplificación variaron desde 2 a más de 60 mg/L cuando se utilizan procedimientos de cultivo estándar. Los 
títulos de expresión pueden ser incrementados adicionalmente al establecer líneas celulares clonales a partir de las 
reservas utilizando medios personalizados para potenciar la expresión celular puesto que el título obtenible también 
depende del medio usado. 15 

Ejemplo 7 : Construcción del vector de expresión pBW160    

Los experimentos también demuestran que la orientación del gen DHFR en el vector es decisiva. En pBW146 (véase 
más arriba) está presente un sitio de restricción EcoRI. Con el fin de tener el EcoRI como un cortador individual 
presente en el vector de expresión final, el sitio puede ser retirado digiriendo el pBW146 con EcoRI, Klenow-Fill y 
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relegación. Esto da como resultado un plásmido que tiene la configuración como pBW158 (no mostrado). El casete de 
DHFR puede ser integrado en pBW158, tal como se describe más arriba. Puesto que ambas orientaciones (orientación 
como se muestra en pBW159 y pBW160, véase Tabla 2 y 3) son generadas automáticamente, ambas pueden ser 
probadas en cuanto a los niveles de expresión. Nuestros resultados muestran un rendimiento superior de la 
configuración con todos los marcos de lectura abiertos orientados en una dirección de lectura 5ʼ a 3ʼ. 5 

Los vectores que tienen una configuración tal como el vector pBW159 (véase Tabla 2), en donde la orientación de 
DHFR es en orden inverso de los genes mAB usualmente mostraron solo títulos de expresión muy bajos, incluso 
después de amplificación con MTX (y usualmente menores de 1 mg/L). Los vectores que tienen un diseño tal como 
pBW160 (véase Tabla 3), en donde la orientación de DHFR está en marco con los genes mAB, puede proveer títulos 
de anticuerpos más altos de más de 5 mg/L e incluso más de 10 o incluso más de 15 mg/L (obtenibles a partir de las 10 
reservas). De nuevo, al establecer una línea celular clonal y utilizando un medio de alto rendimiento el rendimiento en 
título puede incrementarse adicionalmente cuando se utilizan los constructos de vector de acuerdo con la presente 
invención. 

Estos experimentos pueden demostrar la ventaja de la “configuración en marco” de los marcadores de selección y los 
genes de codificación mAB se utilizan de acuerdo con las enseñanzas de la presente invención. Este resultado soporta 15 
el hallazgo de que la orientación 5ʼ a 3ʼ de los elementos del vector es un factor importante para los vectores de 
expresión alta. Adicionalmente, la estabilidad de la expresión es muy favorable con los vectores de expresión de 
acuerdo con la presente invención. 

La configuración del vector de acuerdo con la presente invención permite la generación en avance recto de reservas 
de células con altas productividades específicas de células. Los elementos claves son la orientación 5ʼ a 3ʼ, las 20 
variantes DHFR seleccionadas y la colocación del marcador de selección DHFR sobre el vector así como la disposición 
de los genes de los anticuerpos y el segundo marcador de selección (neo) sobre el plásmido. El vector también puede 
ser utilizado para la producción de proteínas o péptidos que no son anticuerpos. Como se describió más arriba, con 
ligeras adaptaciones del casete de DHFR, este sistema también es utilizable para la amplificación genética en una 
línea celular CHO-K1 PD positiva a DHFR. Para la amplificación genética en células huésped DHFR+ se utiliza una 25 
versión mutada del gen DHFR (véase más arriba). El casete de expresión de DHFR completo de un vector que 
comprende una versión mutada del gen DHFR tal como pBW117 puede ser amplificada por PCR con cebadores que 
incorporan un sitio BamHI. Este fragmento es clonado entonces en el sitio Bg/II del pBW158 dando como resultado el 
vector pBW165. Con vectores que tienen una configuración tal como pBW165 que comprenden un gen de DHFR 
mutado (y seguimientos con otros anticuerpos), pueden generarse líneas celulares de alto rendimiento en la célula 30 
huésped CHO-K1-PD, la cual es una línea celular DHFR+. Un ejemplo de una secuencia de vector respectiva se provee 
como Seq ID No. 16. Desde luego pueden utilizarse también diferentes elementos de vector que los mostrados, por 
ejemplo, promotores diferentes, potenciadores diferentes, sitios poliA diferentes y/o otros elementos tales como oris 
diferentes. Además es posible conmutar los casetes de expresión para la cadena liviana y la pesada de la molécula 
de inmunoglobulina. Sin embargo, la selección y disposición mostradas de los elementos de vector son las preferidas. 35 
Como se delineó más arriba, las moléculas de inmunoglobulina de longitud completa así como los fragmentos 
funcionales de las moléculas de inmunoglobulina pueden expresarse a partir del vector. En Seq ID No. 16 solamente 
el sitio está indicado como el sitio de inserción, en donde la secuencia respectiva de inmunoglobulina puede ser 
localizada/insertada en el vector de expresión final. Cualquier secuencia de inmunoglobulina puede estar presente en 
la posición correspondiente. Además, como se delineó más arriba, también es posible expresar diferentes polipéptidos 40 
de interés. 

Ejemplo 8:  Producción a escala pequeña de anticuerpos con células CHO transfectadas 

Para prueba en cultivos en suspensión, las células se siembran a 1x105 células/ml en 50 ml de medio ExCell81134 
(SAFC Biosciences) en un matraz de cultivo con tapa de filtro de fondo redondo de 250 ml. Las células son agitadas 
a 65 rpm en un incubador Kühner Shaker ISF-4-W a 37ºC en un ambiente de CO2 al 10% durante la duración del 45 
estudio. Se dan suministros individuales con soluciones de diseño particular de acuerdo con un esquema de suministro 
fijo que comienza en el 4º día de la expansión celular. En el día 13, se recolectan muestras de 1 ml y el título es medido 
utilizando HPLC y una columna A para proteína. 

El cultivo celular sobrenadante resultante de los cultivos en los matraces con agitación de los mejores clones se purifica 
por cromatografía de afinidad con proteína A. 50 

Ejemplo 9:  Purificación de proteína A del anticuerpo expresado 

Para la purificación de la proteína A se cargan aproximadamente 27 mL de sobrenadante de cultivo libre de células 
que contiene aproximadamente 32.4 mg de anticuerpo sobre una columna de afinidad MabSelect de 0.5x10 cm. 
Después de la carga, la columna se enjuaga y lava suficientemente. Luego el anticuerpo es eluido a pH 3-4. El eluido 
es analizado con HPLC estándar utilizando una columna para proteína A. Se obtuvieron aproximadamente 30.5 mg 55 
de anticuerpo. 
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III. Ejemplos para productividades y rendimientos específicos de las células 

Los clones que son seleccionados después de la expansión clonal son probados en cuanto a su productividad. 

Ejemplo 10 : Expresión de un anticuerpo IgG1 

Se expresó un anticuerpo IgG1. Los clones son cultivados en el medio comercialmente disponible ExCell81134 (SAFC 
Biosciences). Se agregan soluciones de suministro y aditivos convencionales tales como peptona. Pueden obtenerse 5 
ratas de alta productividad cuando se utiliza el vector de acuerdo con la presente invención: 

Clon  Qp (pg/célula/día) 

1 114 

2 91 

3 103 

Qp = productividad específica de la célula 

   

Ejemplo 11:  Expresión de un anticuerpo IgG1 y un anticuerpo IgG4 

Un anticuerpo IgG1 y un anticuerpo IgG4 son expresados. Los clones se cultivan en un medio de cultivo apropiado. 
Se agregan soluciones de suministro y aditivos convencionales tales como peptona. Pueden obtenerse ratas de alta 10 
productividad cuando se utiliza el vector de acuerdo con la presente invención: 

Clon  Anticuerpo IgG1 Qp (pq/célula/día) Anticuerpo IgG4 Qp (pg/célula/día) 

1 76  

2 96  

3  73 

Qp = Productividad específica de célula. 

 

Ejemplo 12 : Producción a gran escala de polipéptidos con células CHO transfectadas 

La producción de polipéptidos a gran escala puede hacerse por ejemplo en biorreactores de onda, vidrio o acero 
inoxidable. Para este propósito las células son expandidas, partiendo usualmente de un vial congelado individual, por 15 
ejemplo un vial de un Master Cell Bank. Las células son descongeladas y expandidas a través de varias etapas. Los 
biorreactores de diferente escala son inoculados con cantidades apropiadas de células. La densidad celular puede 
incrementarse agregando soluciones de suministro y aditivos al biorreactor. Las células se mantienen a una alta 
viabilidad durante un tiempo prolongado. Se alcanzaron en la escala grande títulos de producto en el reactor que 
varían desde unos pocos cientos de miligramos por litro hasta varios gramos por litro. La purificación puede hacerse 20 
por metodologías de cromatografía estándar, las cuales pueden incluir etapas de cromatografía de afinidad, 
intercambio de iones, interacción hidrófoba o exclusión por tamaño. El tamaño del biorreactor puede ser hasta de 
varios miles de litros de volumen en escala final (véanse también F. Wurm, Nature Biotechnology Vol. 22, 11, 2004, 
1393-1398). 

Ejemplo 13:  Estrategia de clonación para introducir nuevos genes de anticuerpos en los vectores 25 

Una estrategia -entre otras- para insertar nuevos polipéptidos de interés es como sigue (explicada a manera de ejemplo 
utilizando un vector que tiene una configuración tal como pBW154):    

Clonación del gen de cadena liviana 

El gen de cadena liviana puede ser amplificado por PCR con cebadores introduciendo un sitio en 5ʼ MIuI del codón 
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ATG y un sitio Sa/I en 3ʼ del gen. El producto de PCR es introducido en pBW154 a través de estas dos enzimas de 
restricción. Esto lleva a un vector intermedio que consiste de solo la cadena liviana. 

Clonación del gen de cadena pesada 

El gen de cadena pesada puede ser amplificado por PCR con cebadores introduciendo un extremo romo para uso del 
sitio en 5ʼ NruI y del vector en el codón ATG con un sitio XbaI en 3ʼ del gen. El producto de PCR es introducido en 5 
pBW154 a través de estas dos enzimas de restricción. Esto lleva a un vector intermedio con la antigua cadena liviana 
y la nueva cadena pesada. 

Ensamblaje del vector final 

El nuevo fragmento que contiene mAB-HC es escindido del vector HC a través de digestión con Sa/I. Este es insertado 
en el vector intermedio LC a través de Sa/I para dar como resultado el nuevo vector final LC-HC. 10 

Listado de secuencias 

<110> Novartis AG 
 
<120> Compuestos orgánicos 
 15 
<130> 52411-WO-PCT 
 
<150> 07150339.5-2401 
<151> 2007-12-21 
 20 
<160> 16 
 
<170> PatentIn versión 3.5 
 
<210> 1 25 
<211> 11109 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 30 
<223> secuencia de vector pBW154 
 
<220> 
<221> características_misceláneas 
<222> (1)..(743) 35 
<223> CMV prom//pot 
 
<220> 
<221> características_misceláneas 
<222> (825)..(1024) 40 
<223> RK-intrón 
 
<220> 
<221> características_misceláneas 
<222> (857)..(1000) 45 
<223> RK-región de intrón que es empalmada en la expresión 
 
<220> 
<221> características_misceláneas 
<222> (1054)..(1767) 50 
<223> mAB LC (indicada originalmente en Seq. Id. No: 1 con el símbolo "v") 
 
<220> 
<221> características_misceláneas 
<222> (1815)..(2036) 55 
<223> SV40poliA 
 
<220> 
<221> características_misceláneas 
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<222> (2367)..(3109) 
<223> CMV prom//pot 
 
<220> 
<221> características_misceláneas 5 
<222> (3191)..(3390) 

<223> RK-intrón 

<220> 
<221> características_misceláneas 
<222> (3223)..(3366) 10 
<223> RK-intrón que es empalmado en la expresión 
 
<220> 
<221> características_misceláneas 
<222> (3452)..(4864) 15 
<223> mAB HC (indicada originalmente en Seq. Id. No: 1 con el símbolo "y") 
 
<220> 
<221> características_misceláneas 
<222> (4931)..(5152) 20 
<223> SV40 poliA 
 
<220> 
<221> características_misceláneas 
<222> (5247)..(5702) 25 
<223> región f1 
 
<220> 
<221> características_misceláneas 
<222> (5766)..(6184) 30 
<223> SV40 prom 
 
<220> 
<221> características_misceláneas 
<222> (6229)..(7023) 35 
<223> Gen de neomicina fosfotransferasa 
 
<220> 
<221> características_misceláneas 
<222> (7087)..(7135) 40 
<223> PoliA sintético 
 
<220> 
<221> características_misceláneas 
<222> (7546)..(8406) 45 
<223> Gen de beta lactamasa resistente a antibiótico 
 
<220> 
<221> características_misceláneas 
<222> (9243)..(9243) 50 
<223> sitio de linealización único 
 
<220> 
<221> características_misceláneas 
<222> (9276)..(9623) 55 
<223> SV40prom 
 
<220> 
<221> características_misceláneas 
<222> (9521)..(9568) 60 
<223> SV40 origen mínimo de replicación 
 
<220> 
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<221> características_misceláneas 
<222> (9640)..(10203) 
<223> Gen DHFR 
 
<220> 5 
<221> características_misceláneas 
<222> (9776)..(10426) 
<223> Intrón (donante-aceptor)) 
 
<220> 10 
<221> características_misceláneas 
<222> (10910)..(11097) 
<223> SV40poliA 
 
<400> 1 15 
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<210> 2 
<211> 59 
<212> ADN 
<213> Artificial 5 
 
<220> 
<223> sitio I MCS  
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<400> 2 
 
ctagggccca ccggtgaccg tttaaacacg tgatatccgg acaattgtcg gcgcgccgg   59 
 
<210> 3 5 
<211> 46 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 10 
<223> Cebador 
 
<400> 3 
 
gggcactacg tgccgcggat ttaaatgcgg ccgcatatgg tgcact     46 15 
 
<210> 4 
<211> 38 
<212> ADN 
<213> Artificial 20 
 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 4 25 
 
gggcacgtag tgtttattag gggagcagag aacttgaa      38 
 
<210> 5 
<211> 564 30 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> DHFR tipo silvestre 35 
 
<400> 5 

 

 

<210> 6 40 
<211> 564 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 45 
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<223> DHFR mutante 
 
<400> 6 

 

<210> 7 5 
<211> 795 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 10 
<223> Gen de resistencia a neomicina 
 
<400> 7 

 

 15 

<210> 8 

<211> 743 
<212> ADN 
<213> Artificial 
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<220> 
<223> Promotor CMV 
 
<400> 8 

 5 

 

<210> 9 
<211> 419 
<212> ADN 
<213> Artificial 10 
 
<220> 
<223> Promotor SV40 
 
<400> 9 15 

 

 

<210> 10 
<211> 222 
<212> ADN 20 

<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sitio SV40 PoliA  
<400> 10 25 
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<210> 11 
<211> 200 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> intrón RK 
 10 
<400> 11 

 

<210> 12 
<211> 942 
<212> ADN 15 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> intrón que incluye DHFR mutante  
 20 
<220> 
<221> características_misceláneas 
<222> (565)..(942) 
<223> intrón 
 25 
<400> 12 
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<210> 13 
<211> 49 
<212> ADN 
<213> Artificial 5 
 
<220> 
<223> Sitio PoliA sintético  
 
<400> 13 10 
 
aataaaatat ctttattttc attacatctg tgtgttggtt ttttgtgtg     49 
 
<210> 14 
<211> 861 15 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Gen de beta lactamasa resistente a antibiótico 20 
 
<400> 14 
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<210> 15 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Artificial 5 
 
<220> 
<223> sitio II MCS  
 
<400> 15 10 
 
ctagcctcga gaattcacgc gtggtacctc tagagtcga     39 
 
<210> 16 
<211> 9210 15 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de vector pBW165 20 
 
<220> 
<221> características_misceláneas 
<222> (1)..(743) 
<223> CMV prom//pot 25 
 
<220> 
<221> características_misceláneas 
<222> (825)..(1024) 
<223> RK-intrón 30 
 
<220> 
<221> características_misceláneas 
<222> (857)..(1000) 
<223> RK-región de intrón que es empalmada en la expresión 35 
 
<220> 
<221> variación 
<222> (1053)..(1054) 
<223> inserción de mAB LC o fragmento funcional del mismo 40 
 
<220> 
<221> características_misceláneas 
<222> (1101)..(1322) 
<223> SV40poliA 45 

<220> 
<221> características_misceláneas 
<222> (1653)..(2395) 

<223> CMV prom//pot 
 50 
<220> 
<221> características_misceláneas 
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<222> (2477)..(2676) 
<223> RK-intrón 
 
<220> 
<221> características_misceláneas 5 
<222> (2509)..(2652) 
<223> región de intrón RK que es empalmada en la expresión 
 
<220> 
<221> variación 10 
<222> (2750)..(2751) 
<223> inserción de mAB HC o fragmento funcional del mismo 
 
<220> 
<221> características_misceláneas 15 
<222> (2817)..(3038) 
<223> SV40poliA 
 
<220> 
<221> características_misceláneas 20 
<222> (3133)..(3588) 
<223> región f1 
 
<220> 
<221> características_misceláneas 25 
<222> (3652)..(4070) 
<223> SV40 prom 
 
<220> 
<221> características_misceláneas 30 
<222> (3968)..(4033) 
<223> origen mínimo de replicación 
 
<220> 
<221> características_misceláneas 35 
<222> (4115)..(4909) 
<223> Gen de neomicina fosfotransferasa 
 
<220> 
<221> características_misceláneas 40 
<222> (4973)..(5021) 
<223> poliA sintético 
 
<220> 
<221> características_misceláneas 45 
<222> (5432)..(6292) 
<223> resistencia a antibiótico de beta lactamasa  
 
<220> 
<221> características_misceláneas 50 
<222> (7170)..(7508) 
<223> SV40 prom 

 

<220> 

<221> características_misceláneas 55 
<222> (7585)..(8148) 
<223> DHFR mutante 
 
<220> 
<221> características_misceláneas 60 
<222> (8149)..(8526) 
<223> intrón DHFR mutante  
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<220> 
<221> características_misceláneas 
<222> (9010)..(9205) 
<223> SV40 poliA 
 5 
<400> 16 
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REIVINDICACIONES 

1. Un ácido nucleico vector linealizado adecuado para expresar al menos un polipéptido de interés en una célula de 
mamífero que comprende 

(a) al menos un casete de expresión (POI) adecuado para expresar un polipéptido de interés, en donde dicho casete 
de expresión comprende al menos un promotor o elemento promotor/potenciador; 5 

(b) un casete de expresión (MSM) que comprende un gen marcador seleccionable de mamífero, en donde dicho gen 
marcador seleccionable de mamífero es un gen resistente a antibióticos y en donde dicho casete de expresión 
comprende al menos un promotor o elemento promotor/ potenciador; 

(c) un casete de expresión (MASM) que comprende un gen marcador seleccionable amplificable de mamífero que 
codifica una dihidrofolato reductasa (DHFR) enzimáticamente funcional, en donde dicho casete de expresión 10 
comprende al menos un promotor o elemento promotor/potenciador; y 

(d)  un casete de expresión (PSM) que comprende un gen marcador seleccionable procariota,  

en donde el casete de expresión para expresar el polipéptido de interés (POI) comprende un promotor y/o potenciador 
más fuerte que los casetes de expresión para expresar los marcadores seleccionables, 

y en donde el casete de expresión (POI) está flanqueado en 5ʼ por el casete de expresión (MASM), el casete de 15 
expresión (MSM) está localizado 3ʼ desde el casete de expresión (POI) y en donde los casetes de expresión (MASM), 
(POI) y (MSM) está dispuestos en la misma orientación de 5ʼ a 3ʼ, 

y en donde dicho vector ha sido linealizado a través de un sitio de restricción de linealización que está localizado en 
la forma circular del vector entre los casetes de expresión (PSM) y (MASM) y en donde dicha forma circular del vector, 
el casete de expresión (PSM) está localizado entre los casetes de expresión (MSM) y (MASM), de tal manera que en 20 
el vector linealizado, el casete de expresión (POI) está flanqueado en 5ʼ por el casete de expresión (MASM) y en 3ʼ 
por el casete de expresión (MSM) y el casete de expresión (PSM) está localizado en 3ʼ del casete de expresión (MSM), 

y en donde el ácido nucleico del vector lineal comprende los siguientes elementos genéticos en la disposición indicada, 
en donde la dirección 5ʼ a 3ʼ es indicada por la →: 

I. Promotor del casete de expresión (MASM) (→) 25 

II. Gen que codifica el marcador seleccionable y amplificable de mamífero del casete de expresión MASM (→) 

III. Intrón del casete de expresión (MASM) (→) 

IV. Sitio poliA del casete de expresión (MASM) (→) 

V. Promotor del casete de expresión (POI) (→) 

VI. Intrón del casete de expresión (POI (→) 30 

VII. Polinucleótido que codifica un polipéptido de interés, el cual es insertado en el casete de expresión (POI) (→)  

VIII. Sitio PoliA del casete de expresión (POI) (→) 

IX. Promotor del casete de expresión (POIʼ) (→) 

X. Intrón del casete de expresión (POIʼ) (→) 

XI. Polinucleótido que codifica un polipéptido adicional de interés, el cual está insertado en el casete de expresión 35 
(POIʼ) (→) 

XII. Sitio poliA del casete de expresión (POIʼ) (→) 

XIII. Promotor del casete de expresión (MSM) (→)  

XIV. Gen que codifica el marcador seleccionable de mamíferos del casete de expresión (MSM) (→) 
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XV. Sitio poliA del casete de expresión (MSM) (→) 

XVI. Casete de expresión PSM (→) o (←), 

en donde el casete de expresión POIʼ tal como está indicado por los elementos IX a XII es opcional. 

2. El ácido nucleico vector de acuerdo con la reivindicación 1, en donde los casetes de expresión (MSM) y (MASM) 
comprenden un promotor SV40 o un promotor/potenciador SV40 y el casete de expresión (POI) comprende un 5 
promotor/potenciador CMV. 

3. El ácido nucleico vector de acuerdo con la reivindicación 1 o 2, en donde dicho casete de expresión (MSM) 
comprenden un gen que codifica una neomicina fosfotransferasa enzimáticamente funcional y en donde dicho casete 
de expresión (MASM) comprende un gen que codifica una dihidrofolato reductasa enzimáticamente funcional (DHFR). 

4. El ácido nucleico vector de acuerdo con al menos una de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el vector comprende 10 
un casete de expresión adicional (POIʼ) para expresar un polipéptido adicional de interés. 

5. El ácido nucleico vector de acuerdo con la reivindicación 4, para expresar una molécula de inmunoglobulina que 
comprende en cada casete de expresión (POI) y (POIʼ) un polinucleótido que codifica bien sea una cadena liviana o 
una pesada de una molécula de inmunoglobulina o fragmentos funcionales de la misma, en donde cada casete de 
expresión (POI) y (POIʼ) comprende uno de dicho polinucleótidos. 15 

6. El ácido nucleico vector de acuerdo con al menos una de las reivindicaciones 1 a 5, en donde el vector de expresión 
es un ácido nucleico vector como se muestra en Seq ID No. 1 o Seq ID NO. 16. 

7. Un método para producir un ácido nucleico vector de acuerdo con al menos una de las reivindicaciones 1 a 6, en 
donde dicho método comprende disponer en un vector circular al menos los siguientes elementos genéticos 

(a) al menos un casete de expresión (POI) adecuado para expresar un polipéptido de interés, en donde dicho casete 20 
de expresión comprende al menos un promotor o elemento promotor/potenciador; 

(b) un casete de expresión (MSM) que comprende un gen marcador seleccionable de mamífero, en donde dicho gen 
marcador seleccionable de mamífero es un gen resistente a antibióticos y en donde dicho casete de expresión 
comprende al menos un promotor o elemento promotor/ potenciador; 

(c) un casete de expresión (MASM) que comprende un gen marcador seleccionable amplificable de mamífero, en 25 
donde dicho casete de expresión comprende al menos un promotor o elemento promotor/potenciador; y 

(d)  un casete de expresión (PSM) que comprende un gen marcador seleccionable procariota, 

de tal manera que el casete de expresión (POI) está flanqueado en 5ʼ por el casete de expresión (MASM), el casete 
de expresión (MSM) está localizado en 3ʼ desde el casete de expresión (POI), el casete de expresión (MASM) está 
dispuesto en 3ʼ del casete de expresión (MSM) y el casete de expresión (PSM) está localizado entre los casetes de 30 
expresión (MSM) y (MASM) y en donde los casetes de expresión (MASM), (POI) y (MSM) están dispuestos en la 
misma orientación 5ʼ a 3ʼ en donde dicho vector circular comprende de un sitio de restricción de linealización único 
para linealizar el vector que está localizado entre los casetes de expresión (PSM) y (MASM) y linealizar el vector 
circular a través de dicho sitio de restricción de linealización único para proveer un vector linealizado de acuerdo con 
al menos una de las reivindicaciones 1 a 6. 35 

8. Una célula huésped de mamífero que comprende un ácido nucleico vector linealizado de acuerdo con al menos una 
de las reivindicaciones 1 a 6 el cual está integrado de manera estable en el genoma de la célula huésped de mamífero. 

9. Un método para producir una célula huésped de mamífero, que comprende transfectar de manera estable la célula 
huésped con el ácido nucleico vector linealizado de acuerdo con al menos una de las reivindicaciones 1 a 6. 

10. Un método para producir un polipéptido de interés, comprendiendo dicho método cultivar al menos una célula 40 
huésped de acuerdo con la reivindicación 8 en un medio de cultivo celular bajo condiciones que permiten la expresión 
de dicho polipéptido de interés. 

11. El método de acuerdo con la reivindicación 10, en donde dicho polipéptido de interés es secretado hacia el medio 
de cultivo celular y el método comprende aislar el polipéptido de interés desde el medio de cultivo celular. 

12. El método de acuerdo con la reivindicación 10, que comprende 45 
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- aislar el polipéptido de interés a partir de dicho medio de cultivo celular y/o a partir de dicha célula huésped; y/o 

- procesar el polipéptido aislado de interés. 
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