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DESCRIPCIÓN

Vector de expresión para células animales incluyendo el factor 5’-SAR de CSP-B y método para producir proteínas 
recombinantes mediante su utilización

CAMPO TÉCNICO

La presente invención se refiere a un vector de expresión para células animales, que incluye una estructura 5' o 5
región de unión a la matriz (5'-SAR) de serina proteasa B citotóxica (CSP-B), y métodos para producir proteínas 
recombinantes usando los vectores de expresión.

ESTADO DE LA TÉCNICA

La introducción de genes foráneos que codifican proteínas recombinantes en células animales tales como células de 
ovario de hámster chino (CHO) puede producir fármacos proteicos para tratamiento clínico.10

Una nueva proteína estimulante de eritropoyesis (NESP), que es un factor estimulante de eritropoyesis, también 
denominada Darbepoetina alfa, y es un fármaco proteico obtenido mediante la adición de dos cadenas de azúcar 
enlazadas al extremo terminal N a la eritropoyetina de origen natural mediante modificación genética (Egrie y 
Browne, Br. J. Cancer, 84 Suplemento 1: 3-10 (2001)). NESP promueve la producción de glóbulos rojos mediante la 
estimulación de células madre hematopoyéticas y facilitando su diferenciación en eritrocitos. Dado que la semivida 15
en suero de NESP es tres veces más larga que la de la eritropoyetina recombinante existente, se puede esperar un 
efecto terapéutico equivalente con menos administraciones cuando se trata la anemia de pacientes con enfermedad 
renal crónica.

El trastuzumab como agente contra los tumores malignos es un anticuerpo monoclonal humanizado preparado 
usando tecnología de ADN recombinante, y actúa selectivamente sobre el receptor 2 del factor de crecimiento 20
epidérmico humano (HER2) en las superficies de las células. La sobreexpresión de HER2 se confirma en el 25~30% 
de los cánceres primarios de mama y el trastuzumab suprime la proliferación de células tumorales humanas 
sobreexpresadas en el HER2.

Los niveles de expresión de genes foráneos pueden variarse dependiendo de sus sitios de inserción en los 
cromosomas de células animales ya que la expresión génica foránea está influenciada por elementos reguladores 25
circundantes o por la estructura de la cromatina (Zahn-Zabal y colaboradores, J. Biotechnol, 87, 29-42 (2001)).

Cuando se utilizan factores de cromatina que evitan que las cromatinas circundantes influyan en la expresión de 
genes foráneos, puede superarse la supresión de la expresión génica dependiendo de la posición (efecto de 
posición) y puede aumentarse la posibilidad de aislamiento de clones de células animales que expresan en gran 
medida proteínas recombinantes, disminuyendo así el tiempo de preparación de las líneas celulares para producción 30
de fármacos. Se han realizado intentos para producir líneas celulares estables usando factores de cromatina que 
pueden vencer la supresión de la expresión génica dependiendo de la posición. Los factores son por lo tanto, el 
elemento que sirve de límite (BE), la estructura o la región de unión a la matriz (SAR/MAR), la región de control del
locus (LCR) y similares.

La SAR también denominada MAR es un elemento de ADN de 300 - 3000 pb. Se sabe que la SAR permite que la 35
cromatina se adhiera a las proteínas de la matriz nuclear y controle la expresión génica (Makrides (Ed.), Gene 
Transfer and Expression in Mammalian Cells, Elsevier, capítulo 10 (2003)). Además, la SAR puede mejorar la 
expresión de genes foráneos en líneas celulares transfectadas (Poljak y colaboradores, Nucleic Acids Res, 22, 4386 
- 4394 (1994), Kalos y Fournier, Mol. Cell. Biol, 15, 198-207 (2005)).

Zahn-Zabal y colaboradores han producido células estables mediante la introducción de una lisozima 5'-MAR de 40
pollo en un vector de expresión de luciferasa y transfectando células CHO con el vector (Zahn-Zabal y 
colaboradores, J. Biotechnol, 87, 29-42 (2001)). Las células estables transfectadas con un vector que contenía
lisozima 5'-MAR exhibieron un mayor nivel de expresión de luciferasa en comparación con las células estables 
transfectadas con un vector que no contenía MAR. Además, el vector que contenía dos copias de MAR mostró un 
mayor nivel de expresión de luciferasa que el vector que contenía una copia de lisozima 5'-MAR. Este resultado 45
muestra que la introducción de MAR en el vector de expresión de células animales puede aumentar el nivel de 
expresión de proteína objetivo.

La solicitud de patente coreana KR200020010327 y el miembro de su familia WO0214525 describe que el vector de 
expresión de células animales incluye la MAR de globina beta humana de manera que la supresión de la expresión 
génica que se produce cuando se introducen genes foráneos en células animales puede ser superada. Esta patente 50
describe que, además de la MAR de β-globina humana, se usan la MAR de interferón β humano (GenBank acceso # 
M83137) y 3’-SAR de CSP-B (GenBank acceso # M62716), y estas tres SAR/MAR pueden mejorar el nivel de
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expresión de β-galactosidasa, que es una proteína objetivo. Además, esta patente describe que la MAR de β-globina
tenía excelentes efectos en comparación con la MAR del interferón β o la 3’-SAR de CSP-B.

La solicitud de patente coreana KR200220047006 describe que la introducción de la MAR de interferón β humano en 
el vector de expresión de células animales puede mejorar la expresión génica foránea y conducir a la expresión 
eficiente de proteínas recombinantes. Además, la solicitud de patente coreana No. KR20070118563 describe que el 5
vector de expresión de células animales que incluye dos copias de MAR de puede mejorar adicionalmente el nivel 
de expresión de proteína objetivo en comparación con el vector que incluye una copia de la MAR de β-globina
humana. Esta patente describe resultados de la comparación entre una copia y dos copias de factores MAR, pero no 
resultados de la comparación entre dos copias y tres copias de factores MAR.

Hanson y Ley hallaron 5’-SAR de CSP-B y 3’-SAR de CSP-B de aproximadamente 70 kb de la agrupación de genes 10
de serina proteasa hematopoyética 14q11.2 del cromosoma humano, y obtuvieron sus secuencias de nucleótidos, y 
verificaron que estas SAR se unen a estructuras derivadas del núcleo celular a través de experimentos in vitro
(Hanson y Ley, Blood, 79, 610-618 (1992)).

La 5’-SAR de CSP-B y la 3’-SAR de CSP-B se registran como el acceso del GenBank # M62717 y el acceso del 
GenBank # M62716, respectivamente. Son de 2429 pb de largo y 1233 pb de largo, respectivamente, y por lo tanto, 15
la 5’-SAR de CSP-B es dos veces más larga que la 3'-SAR. La secuencia de ADN del cromosoma 14 humano se 
registra como el acceso del GenBank # AL136018. En esta secuencia, la longitud entre un codón de iniciación de 
transcripción para un gen que codifica la proteína CSP-B y la 5'-SAR situada secuencia arriba de la misma es de 
1195 pb, y la longitud entre un codón de terminación de transcripción del gen para codificación de la proteína CSP-B 
y la 3'-SAR situada secuencia abajo del mismo es de 4543 pb.20

DESCRIPCIÓN DETALLADA DE LA INVENCIÓN

Esta invención en su sentido más amplio es como se define en las reivindicaciones independientes.

PROBLEMA TÉCNICO

Los presentes inventores han hecho esfuerzos para desarrollar vectores capaces de producir eficientemente 
proteínas recombinantes en células animales. Como resultado, los presentes inventores han establecido que las 25
proteínas recombinantes pueden producirse con una eficiencia de producción excelente cuando se incorpora en el 
vector una estructura 5' de serina proteasa B citotóxica (CSP-B) o región de unión a la matriz (SAR), y luego se 
completa la presente invención.

Por lo tanto, un aspecto de la presente invención es proporcionar vectores de expresión para células animales.

Otro aspecto de la presente invención es proporcionar células animales transfectadas con los vectores de expresión.30

Todavía otro aspecto de la presente invención es proporcionar un método para producir proteínas recombinantes.

Otros propósitos y ventajas de la presente invención se clarificarán mediante la siguiente descripción detallada de la 
invención, reivindicaciones y dibujos.

SOLUCIÓN TÉCNICA

De acuerdo con un aspecto de la presente invención, se proporciona un vector de expresión para células animales, 35
comprendiendo el vector de expresión: (a) una estructura 5' o región de unión a la matriz (5'-SAR) de serina proteasa 
B citotóxica (CSP-B); (b) un promotor operable en células animales; y (c) una secuencia de poliadenilación.

Los presentes inventores han hecho esfuerzos para desarrollar vectores capaces de producir eficientemente 
proteínas recombinantes en células animales. Como resultado, los presentes inventores han establecido que las 
proteínas recombinantes pueden producirse con una excelente eficiencia de producción cuando se incorpora en el 40
vector la estructura 5' o región de unión a la matriz (5'-SAR) de serina proteasa B citotóxica (CSP-B).

El vector de expresión para células animales de la presente invención incluye 5’-SAR de CSP-B; un promotor 
operable en células animales; y una secuencia de poliadenilación.

La presente invención se caracteriza principalmente por el uso de un vector que incluye 5’-SAR de CSP-B. 5’-SAR 
de CSP-B utilizada en la presente invención incluye preferiblemente una secuencia de nucleótidos registrada con el 45
acceso del GenBank # M62717, y su ejemplo de secuencia de nucleótidos se describe en la SEQ ID NO: 1.
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La 5’-SAR de CSP-B aumenta significativamente la eficacia en la producción de proteínas recombinantes en el 
vector de expresión.

La 5'-SAR CSP-B puede estar situada secuencia arriba o secuencia abajo de la secuencia de nucleótidos que 
codifica una proteína que se va a expresar, y está preferiblemente situada secuencia abajo de la secuencia de 
nucleótidos.5

De acuerdo con una realización preferible de la presente invención, dos copias de la 5'-SAR están continuamente 
presentes en el vector.

De acuerdo con una realización preferible de la presente invención, las dos copias de la 5'-SAR están continuamente 
presentes secuencia abajo de una secuencia de nucleótidos que codifica la proteína que se va a expresar.

Como se demostró en los siguientes ejemplos, 5’-SAR de CSP-B mejora adicionalmente el nivel de expresión de la 10
proteína objetivo en células animales en comparación con 3’-SAR de CSP-B y MAR de β-globina de la técnica 
relacionada. Por ejemplo, cuando se introduce una copia de 5’-SAR de CSP-B, 3’-SAR de CSP-B y MAR de β-
globina respectivamente en vectores que expresan β-galactosidasa como proteína objetivo en células animales 
CHO, las actividades de β-galactosidasa para los casos respectivos se midió que eran 10,0 veces, 2,2 veces y 8,7 
veces más altas en comparación con cuando no se introdujo el factor SAR (Figura 7). Es decir, 5’-SAR de CSP-B15
exhibe un nivel de expresión de proteína objetivo relativamente más alto que otros factores.

Además, se obtuvieron resultados similares cuando se verificaron los efectos del factor SAR utilizando NESP como 
una proteína objetivo. Cuando se introdujeron 5’-SAR de CSP-B y 3’-SAR de CSP-B en los vectores y luego las 
células CHO fueron transfectadas con los vectores, se midió que los niveles de expresión de NESP para los casos 
respectivos eran 11,2 veces y 3,2 veces superiores en comparación con cuando no se introdujo el factor SAR (Tabla 20
3 y Figura 9). La introducción de 5’-SAR de CSP-B en vectores aumentó la frecuencia de formación de clones 
positivos que expresan NESP en las células transfectadas, y también aumentó los niveles de expresión de NESP de 
clones seleccionados al azar (Tablas 4 y 5 y Figuras 10 y 11).

Mientras tanto, se verificaron los efectos de 5’-SAR de CSP-B usando un anticuerpo anti-HER2 como proteína 
objetivo. Cuando se introdujeron dos copias de 5’-SAR de CSP-B en el vector y después se transfectaron células 25
CHO con el vector, se midió que el nivel de expresión del anticuerpo anti-HER2 era relativamente más alto que en 
comparación con cuando no se introdujo el factor SAR (Tabla 6 y Figura 13). La introducción de SAR en vectores 
aumentó el nivel de expresión del anticuerpo anti-HER2 de clones seleccionados al azar (Figuras 14 y 15).

De acuerdo con una realización preferible de la presente invención, pueden estar presentes múltiples copias de 5’-
SAR de CSP-B en el vector de expresión. La eficacia de producción de proteínas recombinantes se incrementa30
adicionalmente cuando están presentes copias múltiples de 5’-SAR de CSP-B en el vector de expresión que cuando 
está presente una copia de 5’-SAR de CSP-B en el vector de expresión. Más preferiblemente, dos copias de 5’-SAR 
de CSP-B pueden estar presentes en el vector de expresión. Como se demostró en los siguientes ejemplos, la 
eficiencia de producción de proteínas recombinantes fue más excelente cuando dos copias de 5’-SAR de CSP-B
están presentes en el vector de expresión que cuando tres copias de 5’-SAR de CSP-B están presentes en el vector 35
de expresión.

Como se demostró en los siguientes ejemplos, como resultado de verificar los efectos de 5’-SAR de CSP-B de 
acuerdo con el número de copias de 5’-SAR de CSP-B introduciendo una, dos y tres copias de 5’-SAR de CSP-B en 
vectores, se midió la localización continua de dos copias del factor SAR para exhibir la actividad más alta de β-
galactosidasa (Figura 8). Es decir, el número de copias del factor SAR en el vector influye en el nivel de expresión 40
de la proteína objetivo, y dos copias del factor SAR pueden ser lo más deseable.

En el caso en que múltiples copias de 5’-SAR de CSP-B están presentes en el vector de expresión, las copias 
múltiples de 5’-SAR de CSP-B pueden estar localizadas de manera continua o no continua. Preferiblemente, las 
copias múltiples de factores SAR pueden estar continuamente presentes, y más preferiblemente, pueden estar 
continuamente presentes secuencia abajo de una secuencia de nucleótidos que codifica una proteína a expresar.45

De acuerdo con una realización preferible de la presente invención, el promotor operable en las células animales 
puede ser un promotor de citomegalovirus (CMV), un promotor tardío de adenovirus, un promotor de 7,5 K del virus 
vacuna, un promotor del virus 40 de simio (SV40), un promotor de SV40E1, un promotor tk del virus del herpes 
simple (HSV), un promotor del virus sincitial respiratorio (RSV), un promotor del factor 1-α de elongación (EF1-α), un 
promotor de metalotioneína, un promotor de β-actina, un promotor del gen de interleuquina 2 (IL - 2) humana, un 50
promotor del gen del interferón (IFN) humano, un promotor del gen de IL-4 humana, un promotor del gen de la 
linfotoxina humana o un promotor del gen del factor estimulante de colonias de granulocitos-macrófagos (GM-CSF)
humanos. El promotor del CMV, el promotor del SV40, el promotor del SV40E1, el promotor de EF1-α, el promotor 
de metalotioneína o el promotor de β-actina es más preferible y el promotor del CMV es el más preferible.
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De acuerdo con una realización preferible de la presente invención, el vector de la presente invención puede ser una 
secuencia de nucleótidos que codifica una proteína a expresar. Ejemplos preferidos de la proteína pueden incluir 
una hormona, citoquina, anticuerpo, aptámero de péptido, Adnectina, Affibody (patentes estadounidenses Nos.
5.831.012, 831.012), avímero (Silverman, J. y colaboradores, Nature Biotechnology 23 (12): 1556 (2005)), o un 
dominio de Kunitz (dominio de Kunitz, Arnoux B y colaboradores, Acta Crystallogr. D Biol. Crystallogr. 58 (Pt 7): 5
12524 (2002)) y (Nixon, AE, Current opinion in drug discovery & development 9 (2): 2618 (2006). Más 
preferiblemente, la proteína a expresar usando el vector de la presente invención puede ser eritropoyetina (EPO), 
análogos de EPO o anticuerpos anti-receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano  (anti-HER2). Pueden 
ser más preferibles EPO, las nuevas proteínas estimuladoras de eritropoyesis (NESP; A30N, H32T, P87V, W88N y 
P90T) como análogos de EPO o anticuerpos anti-HER2.10

Los análogos de EPO incluyen mutantes que tienen modificación de uno o más aminoácidos de la secuencia de 
aminoácidos de EPO humana. Los análogos de EPO pueden prepararse por mutagénesis mediante la adición, 
supresión o sustitución de residuos de aminoácidos, por lo que pueden aumentarse o pueden cambiarse los sitios de 
glicosilación. Los análogos de EPO tienen más cadenas de carbohidratos que la EPO humana, e incluyen al menos 
un sitio de glicosilación adicional. Además, los análogos de EPO exhiben un nivel de ácido siálico más alto que la 15
EPO humana de origen natural debido al sitio de glicosilación adicional. Sin embargo, la estructura secundaria o 
terciaria de la proteína, que es importante en la actividad biológica, no cambia por el sitio de glicosilación adicional. 
Los análogos de EPO pueden tener uno, dos o tres sitios adicionales para la N-cosilación u O-glicosilación. Por 
ejemplo, el residuo de leucina en la posición 69 está sustituido con asparagina, que sirve como un cuarto sitio para 
la N-glicosilación.20

Ejemplos de los análogos de EPO que se van a expresar en los vectores de la presente invención pueden ser 
aquellos en los que se introduce un sitio adicional para la glicosilación en al menos una de las posiciones 30, 51, 57, 
69, 88, 89, 136 y 138 en la secuencia de EPO (por ejemplo, secuencia con acceso del GenBank # M11319). Más 
preferiblemente, los análogos de EPO pueden ser NESP que incluyen las mutaciones A30N, H32T, P87V, W88N y 
P90T.25

De acuerdo con una realización preferible de la presente invención, la secuencia de poliadenilación incluye un 
terminador de hormona de crecimiento bovino, una timidina quinasa (TK) derivada de virus de herpes simple (HSV) 
o una secuencia de poliadenilación derivada de SV40.

Un constructo preferible del vector de la presente invención puede ser, en una dirección de 5' a 3', un promotor 
operable en células animales - un gen de proteína de expresión - una secuencia de poliadenilación - 5’-SAR de 30
CSP-B y un constructo más preferible es un promotor operable en células animales - un gen de proteína de 
expresión - una secuencia de poliadenilación - 5’-SAR de CSP-B - 5’-SAR de CSP-B.

El vector de la presente invención puede incluir además un marcador de selección. Ejemplos del marcador de 
selección incluyen genes de resistencia contra antibióticos que actúan sobre células eucariotas, y preferiblemente 
incluyen genes de resistencia contra neomicina, geneticina (G418) y kanamicina.35

De acuerdo con una realización preferible de la presente invención, el vector de la presente invención se utiliza para 
expresar una proteína objetivo en células animales. Las células animales incluyen células de mamífero, células de 
roedor, células de ave y células de insecto. Las células animales más preferiblemente incluyen células de ovario de 
hámster chino (CHO), células VERO, células HeLa, células WI38, células de riñón de hámster bebé (BHK), células 
COS y células de riñón de canino Madin-Darby (MDCK). Las células CHO, células VERO, células HeLa o células 40
MDCK son todavía más preferibles y las células CHO son las más preferibles.

De acuerdo con una realización preferible de la presente invención, el vector de la presente invención incluye una 
secuencia codificante de dihidrofolato reductasa (DHFR). La secuencia es útil en la amplificación del vector.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invención, la presente invención proporciona células animales 
transfectadas con los vectores de expresión anteriores de la presente invención.45

De acuerdo con todavía otro aspecto de la presente invención, la presente invención proporciona un método para 
producir proteínas recombinantes, incluyendo el método la incubación de las células animales transfectadas 
anteriores de la presente invención.

De acuerdo con una realización preferible de la presente invención, el método para producir proteínas 
recombinantes incluye: (i) incubar las células animales transfectadas de la presente invención; y (ii) recoger las 50
proteínas recombinantes producidas en la incubación.

En la técnica relacionada, la 5’-SAR de CSP-B utilizada en la presente memoria no se usó en un intento de 
introducirse en vectores de expresión para que las células animales mejoraran la productividad en proteínas 
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recombinantes para sustancias médicas. Como puede verse en los siguientes ejemplos, la introducción de 5’-SAR 
de CSP-B en vectores puede mejorar el nivel de expresión de proteína objetivo en células animales. Mediante el 
desarrollo del método en el que 5’-SAR de CSP-B, un nuevo factor que no se utilizó previamente, se introduce en 
vectores para producir proteínas recombinantes, se puede mejorar aún más la eficacia de expresión de la proteína 
objetivo y se puede aumentar la productividad industrial de sustancias medicinales proteicas.5

De acuerdo con los informes en la técnica relacionada, no hubo intentos de introducir 5’-SAR de CSP-B en vectores 
de expresión para células animales con el fin de mejorar la productividad de proteínas recombinantes para 
sustancias médicas. Además, no se realizaron estudios en los que, en el caso en que se introducen uno, dos y tres 
copias de factores SAR en los vectores y luego se transfectan las células animales con los vectores, cuántas copias 
de los factores SAR se incluyen en el vector con el fin de lograr la mayor productividad de proteínas recombinantes. 10
Además, no se han divulgado los resultados detallados del estudio anterior sobre el efecto del aumento en el nivel 
de expresión génica objetivo dependiendo de la posición del factor SAR.

Cuando los vectores de expresión de la presente invención se introducen en células para producir células animales 
transfectadas, los vectores pueden introducirse en las células por diversos métodos. Los vectores pueden inyectarse 
en células animales por ejemplo por microinyección (Capecchi, MR, Cell, 22: 479 (1980)), precipitación con fosfato 15
de calcio (Graham, FL y colaboradores, Virology, 52: 456 (1973), electroporación (Neumann, E. y colaboradores, 
EMBO J., 1: 841 (1982)), transfección mediada por liposomas (Wong, TK y colaboradores, Gene, 10:87 (1980)), 
tratamiento con DEAE-dextrano (Gopal, Mol. Cell Biol. 5: 1188-1190 (1985)), bombardeo de genes (Yang y 
colaboradores, Proc. Natl. Acad. Sci., 87: 9568-9572 (1990)), o similares.

Las células animales transfectadas pueden incubarse por diversos métodos conocidos en la técnica usando 20
protocolos. Como medio utilizable en la presente invención, se puede emplear cualquier medio que se pueda utilizar 
generalmente para incubar células animales. Por ejemplo, se pueden utilizar el medio esencial mínimo de Eagle 
(Eagle’s MEM, Eagle, H. Science 130: 432 (1959)), α-MEM (Stanner, CP y colaboradores, Natl. New Biol. 230: 52 
(1971)), MEM de Iscove (Iscove, N. y colaboradores, J. Exp. Med. 147: 923 (1978)), medio 199 (Morgan y 
colaboradores, Proc. Soc. Exp. Bio. Med., 73:1 (1950)), CMRL 1066, RPMI 1640 (Moore y colaboradores, J. Amer 25
Med. Assoc. 199: 519 (1967)), F12 (Ham, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 53: 288 (1965)), F10 (Ham, RG Exp. Cell Res. 
29: 515 (1963)), una modificación de Dulbecco del medio de Eagle (DMEM, Dulbecco, R. y colaboradores, Virology 
8: 396 (1959)), una mezcla de DMEM y F12 (Barnes, D. y colaboradores, Anal. Biochem. 102: 255 (1980)), MB752/1 
de Waymouth (Waymouth, CJ Natl. Cancer Inst. 22: 1003 (1959)), 5A de McCoy (McCoy, TA y colaboradores, Proc. 
Soc. Exp. Biol. Med. 100: 115 (1959)), serie MCDB (Ham, RG y colaboradores, In Vitro 14:11 (1978)), y similares. 30
Descripciones detalladas de incubaciones y medios de células animales se describen en R. Ian Freshney, Culture of
Animal Cells, A Manual of Basic Technique, Alan R Liss, Inc., Nueva York, que se incorpora como referencia en la 
presente memoria descriptiva.

EFECTOS BENEFICIOSOS

Las características y ventajas de la presente invención se resumen de la siguiente manera:35

(a) Los vectores de la presente invención incluyen 5’-SAR de CSP-B y pueden tener efectos de superar la supresión 
de la expresión génica dependiendo de las posiciones de genes foráneos introducidos en células animales y mejorar 
significativamente el nivel de expresión de la proteína objetivo.

(b) Los vectores de la presente invención pueden expresar eficazmente proteínas recombinantes para sustancias 
médicas (por ejemplo, EPO) o anticuerpos (por ejemplo, anticuerpo anti-HER2) en células animales.40

(c) Los vectores de la presente invención y el método para producir proteínas recombinantes utilizando los vectores 
pueden emplearse de manera muy útil en la producción industrial en masa de sustancias médicas.

BREVE DESCRIPCIÓN DE LOS DIBUJOS

La figura 1 muestra esquemáticamente una estructura de un vector de expresión de β-galactosidasa. En este caso, 
lac Z representa un gen de β-galactosidasa; la pA de BGH representa una secuencia de poliadenilación de un gen 45
de la hormona de crecimiento bovino; y la pA de TK representa una secuencia de poliadenilación de un gen de 
timidina quinasa.

La figura 2 muestra esquemáticamente estructuras de vectores de expresión de β-galactosidasa incluyendo una 
copia del factor SAR/MAR.

La figura 3 muestra esquemáticamente estructuras de vectores de expresión de β-galactosidasa incluyendo dos 50
copias de factores SAR.
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La figura 4 muestra esquemáticamente una estructura de un vector de expresión de β-galactosidasa que incluye tres 
copias de 5’-SAR de CSP-B.

La figura 5 muestra esquemáticamente estructuras de vectores de expresión de NESP.

La figura 6 muestra esquemáticamente estructuras de vectores de expresión de NESP incluyendo factores 
SAR/MAR.5

La figura 7 es un gráfico que muestra la actividad de β-galactosidasa (relativa) de células transfectadas con cada 
uno de los vectores incluyendo una copia del factor SAR/MAR introducido en el mismo.

La figura 8 es un gráfico que muestra la actividad de la β-galactosidasa (relativa) de células transfectadas con cada 
uno de los vectores, incluyendo una copia, dos copias y tres copias de los factores SAR introducidos en la misma.

La figura 9 es un gráfico que muestra el nivel de expresión de NESP (factor estimulante de la eritropoyesis) (relativo) 10
de las células transfectadas con cada uno de los vectores incluyendo factores SAR introducidos en el mismo.

La figura 10 es un gráfico que muestra los niveles de expresión de NESP de 24 clones seleccionados aleatoriamente 
de células transfectadas con el vector pCLS07A1 no introducido en el factor SAR.

La figura 11 es un gráfico que muestra los niveles de expresión de NESP de 24 clones seleccionados aleatoriamente 
de células transfectadas con el vector pCLS10A1f1 incluyendo 5’-SAR de CSP-B introducida en el mismo.15

La figura 12 muestra esquemáticamente estructuras de vectores de expresión del anticuerpo anti-HER2.

La figura 13 es un gráfico que muestra el nivel de expresión del anticuerpo anti-HER2 (relativo) de las células 
transfectadas con el vector que incluye dos copias de factores SAR introducidas en el mismo.

La figura 14 es un gráfico que muestra los niveles de expresión del anticuerpo anti-HER2 de 19 clones 
seleccionados aleatoriamente de células transfectadas con el vector pCLS05H2 no introducido en el factor SAR.20

La figura 15 es un gráfico que muestra los niveles de expresión del anticuerpo anti-HER2 de 19 clones 
seleccionados aleatoriamente de células transfectadas con el vector pCLS05H2f2 incluyendo dos copias de 5’-SAR 
de CSP-B introducidas en el mismo.

MODO PARA LLEVAR A CABO LA INVENCIÓN

En lo sucesivo, la presente invención se describirá en detalle con referencia a los ejemplos. Estos ejemplos son sólo 25
para ilustrar la presente invención más específicamente, y será evidente para los expertos en la técnica que el 
alcance de la presente invención no está limitado por estos ejemplos.

Ejemplos

Ejemplo 1: Preparación del factor SAR/MAR

Preparación de 5'-SAR de CSP-B humana y 3'-SAR de CSP-B30

Para la amplificación por reacción en cadena de la polimerasa (PCR) del ADN de 5'-SAR de CSP-B humana
registrado como acceso del GenBank # M62717 y # AL136018, se preparó ADN genómico de células asesinas 
naturales humanas (células NK, ATCC CRL-2407). El ADN genómico se preparó a partir de las células NK utilizando 
un kit de aislamiento de ADN (Dneasy Blood & Tissue Kit, Qiagen, No. de catálogo 69504), y se usó como una 
plantilla para la PCR del ADN de 5'-SAR.35

La PCR se realizó usando el cebador Cs5S300F (attcct tcagc acctc cttaa ttttt ctccc; SEQ ID NO: 5) y el cebador 
Cs5S300R (ccagg cagcc aaaga tcagt agttg tgttg; SEQ ID NO: 6) aunque utilizando el ADN genómico de células NK 
como una plantilla. La PCR se realizó bajo las condiciones de 35 ciclos de 10 segundos a 98ºC, 30 segundos a 60ºC 
y 2 minutos y 30 segundos a 72ºC.

A continuación, se clonó el producto de PCR en el vector pGEM-T (Promega, No. de catálogo A3600) para preparar 40
el vector pGEMT-CS5S.3.0k.

Para la preparación del ADN de 3'-SAR de CSP-B humana registrado como acceso del GenBank # M62716 y # 
AL136018, se realizó la PCR usando el cebador 2kCspSF (tggttccttc attgg aaaag gaaaa cac; SEQ ID NO: 7) y el 
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cebador 2kCspSR (tccgc tgagg ctgtg cccac agcca cc; SEQ ID NO: 8) aunque utilizando el ADN genómico de las 
células NK como una plantilla. A continuación, se realizó la PCR usando el cebador CspSF (ggatc cccctc ttgct tgatg 
tacta at; SEQ ID NO: 9) y el cebador CspSR (gaatt caaac aactc aatag caaga aac; SEQ ID NO: 10) aunque utilizando
el producto de la PCR primaria como una plantilla. Las PCR se realizaron bajo las condiciones de 30 ciclos de 10 
segundos a 98ºC, 30 segundos a 60ºC y 5 minutos a 72ºC. El producto de PCR secundario se clonó en el vector 5
pGEM-T para preparar el vector pGEMT-CS3S.1.2k.

Preparación de la MAR de β-globina humana 

Para la amplificación por PCR del ADN de la MAR de β-globina humana registrado como acceso del GenBank # 
L22754 y # NW_001838021, se preparó ADN genómico de células G-2 humanas. El ADN genómico se preparó a 
partir de las células G-2 usando un kit de aislamiento de ADN, y se usó como una plantilla para la PCR del ADN de10
5' MAR. La PCR se realizó usando el cebador Bg5MF-100F-NheI (aattg ctagc ttgta ttctg tttcg tgagg caagg ttt; SEQ ID 
NO: 11) y el cebador Bg5MR-100R-XhoI (aattc tcgag ttcct ctcta tgttg gctca aatgt cct; SEQ ID NO: 12) aunque 
utilizando el ADN genómico de las células G-2 como una plantilla. La PCR se realizó bajo las condiciones de 30 
ciclos de 10 segundos a 98ºC, 30 segundos a 60ºC y 3 minutos y 30 segundos a 72ºC. A continuación, se clonó el 
producto de PCR en el vector pcDNA3.3-TOPO (Invitrogen, No. de catálogo K8300-01) para preparar el vector 15
pcDNA3.3-Bg5M.

Ejemplo 2: Preparación del vector de expresión de β-galactosidasa

Preparación de pC06

Para la preparación del vector pC06 que incluye secuencialmente el promotor de citomegalovirus (CMV), múltiples 
sitios de clonación (MCS) y la secuencia de poliadenilación (pA) de la hormona de crecimiento bovino (BGH), se 20
llevó a cabo el siguiente experimento. En primer lugar, la PCR se realizó utilizando el cebador V6_F (aagct tggat 
ccgaa ttcat cgatg gccgg ccggt accct cgagc tgtgc cttct agttgccccc; SEQ ID NO: 13) y el cebador V6_R (gctag ctaga 
gcccc agctg gttct ttccg; SEQ ID NO: 14) aunque utilizando el vector pcDNA3.1(-) (Invitrogen, No. de catálogo V795-
20) como una plantilla. La PCR se realizó bajo las condiciones de 30 ciclos de 10 segundos a 98ºC, 30 segundos a 
60ºC y 1 minuto a 72ºC. A continuación, se clonó el producto de PCR en el vector pcDNA3.3-TOPO (Invitrogen) para 25
preparar el vector pC06.

Preparación de pC04'

Para la preparación del pC04' que incluye secuencialmente el promotor del virus 40 de simio (SV40), la secuencia de 
Kozak (gccatc), el gen de la dihidrofolato reductasa (dhfr), la pA de timidina quinasa del virus del herpes simple 
(HSV-TK), se llevó a cabo el siguiente experimento. En primer lugar, se realizó la PCR utilizando el cebador 30
PsvApaDraF (aaaat tgggccccac tacgt gctgtggaat gtgtg tcagt tagggt; SEQ ID NO: 15) y el cebador PsvKzDHR (tggtc 
gaacc atgat ggcgc gaaac gatcc tcatc ctgtc tct; SEQ ID NO: 16) aunque utilizando el vector pcDNA3.3 como una 
plantilla. A continuación, se realizó la PCR usando el cebador DHKzPsvF (ggatc gtttc gcgcc atcat ggttc gacca ttgaa 
ctgca tcg; SEQ ID NO: 17) y el cebador TKNheNdeR (tgtgt gcata tggctagcga taaca atttcacaca ggaaa cag; SEQ ID 
NO: 18) aunque utilizando el vector pOptiVEC-TOPO como una plantilla. Las PCR se realizaron bajo las condiciones 35
de 30 ciclos de 10 segundos a 98ºC, 30 segundos a 60ºC y 1 minuto a 72ºC. A continuación, estos dos productos de 
PCR se ligaron mediante PCR de superposición, y se clonaron entre los sitios de restricción ApaI y NdeI del vector 
pGEM-T, para preparar el vector pC04’.

Preparación de pC04

Para la preparación del vector pC04 en el que se retiró un reforzador de 72 pb (ggtgt ggaaa gtccc caggc tcccc 40
agcaggcaga agtat gcaaa gcatg catct caatt agtca gcaac ca; SEQ ID NO: 19) del promotor de SV40 incluido en el 
vector pC04’ (promotor SV40dEI), se llevó a cabo el siguiente experimento. En primer lugar, se digirió el vector 
pC04’ con la enzima de restricción Sphl, y luego se ligó por sí mismo el fragmento de ADN grande así obtenido, para 
preparar el vector pC04.

Preparación del vector pCLS0745

Para la preparación del vector pCLS07 que incluye el promotor SV40dE1, la secuencia de Kozak, el gen dhfr y la pA 
de TK, que se insertaron entre la pA BGH y el promotor de SV40 del vector pC06, se llevó a cabo el siguiente 
experimento. Primero, se realizó la PCR usando el cebador PsvApaDraF y el cebador TKNheNdeR aunque 
utilizando el vector pC04 como una plantilla. La PCR se realizó bajo las condiciones de 30 ciclos de 10 segundos a 
98ºC, 30 segundos a 60ºC y 1 minuto y 20 segundos a 72ºC. A continuación, este producto de PCR y el vector pC06 50
se digirieron con las enzimas de restricción Dralll y Nhel, respectivamente, y los dos fragmentos grandes de ADN así 
obtenidos se ligaron para preparar el vector pCLS07.
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Preparación del vector pCLS08

Para la preparación del vector pCLS08 insertando MCS en el sitio de restricción Nhel del vector pCLS07, se llevó a 
cabo el siguiente experimento. En primer lugar, se llevó a cabo la PCR utilizando el cebador NhAsE1F (aattg ctagc 
atata gcgat cgcgc aggac agctt ccgac agcagggcca gg; SEQ ID NO: 20) y el cebador BbPsSbNhE1R (aattg ctagc atata 
cctgc aggta tatgg gccca tatag ctgag gttga atgag aatat cactg tccca gacac; SEQ ID NO: 21) mientras se usa el gen de 5
eritropoyetina clonado en el vector pGEM-T como una plantilla, para preparar MCS. La PCR se realizó bajo las 
condiciones de 30 ciclos de 10 segundos a 98ºC, 30 segundos a 60ºC y 15 segundos a 72ºC. A continuación, se 
clonó este producto de PCR en el sitio de restricción Nhel del vector pCLS07 para preparar el vector pCLS08.

Preparación del vector pCLS09G1

Para la preparación del vector pCLS09G1 insertando los genes lac Z y lac Y entre los sitios de restricción HindIII y 10
Xhol del vector pCLS08, se llevó a cabo el siguiente experimento. En primer lugar, se realizó la PCR usando el 
cebador galHinF (aatta agctt ctcgc gcaac ctatt ttccc ctcga ac; SEQ ID NO: 22) y el cebador galXhoR (aattc tcgag 
ccgag tttgt cagaa agcag accaa ac; SEQ ID NO: 23) aunque utilizando el vector pSV-β-galactosidasa (Promega, No. 
de catálogo TB094) como una plantilla, para amplificar los genes lac Z y lac Y. La PCR se realizó bajo las 
condiciones de 30 ciclos de 10 segundos a 98ºC, 30 segundos a 60ºC y 3 minutos y 30 segundos a 72ºC. A 15
continuación, se clonó este producto de la PCR entre los sitios de restricción HindIII y Xhol del vector pCLS08 para 
preparar el vector pCLS09G1.

Preparación del vector pCLS09G1

Para la preparación del vector pCLS09G1 intercambiando el MCS entre dos sitios de restricción Nhel del vector 
pCLS09G1 con otro MCS, se llevó a cabo el siguiente experimento. En primer lugar, se realizó la PCR utilizando el 20
cebador NhSbE1F (aattg ctagc atata cctgc aggtt gaatg agaat atcac tgtcc cagac a; SEQ ID NO: 24) y el cebador 
NhAsSfPsE1R (aattg ctagc atata gcgatcgcta tatggccatg atggc catat agggc ccagg acagc ttccg acagc agggc caggc; 
SEQ ID NO: 25) mientras se usa el gen de la eritropoyetina clonado en el vector pGEM-T como una plantilla, para 
preparar nuevo MCS. La PCR se realizó bajo las condiciones de 30 ciclos de 10 segundos a 98ºC, 30 segundos a 
60ºC y 15 segundos a 72ºC. A continuación, se eliminó el MCS existente entre los dos sitios de restricción Nhel del 25
vector pCLS80G1 y se clonó allí el nuevo MCS generado a través de la PCR para preparar el vector pCLS09G1. El 
mapa del vector pCLS09G1 se mostró en la figura 1.

Ejemplo 3: Preparación de un vector de expresión de β-galactosidasa que incluye el factor SAR/MAR

Preparación del vector pCLS09G1t1

Para la preparación del vector pCLS09G1t1 insertando el 3'-SAR de CSP-B entre los sitios de restricción Sbfl y 30
PspOMI del vector pCLS09G1, se llevó a cabo el siguiente experimento. En primer lugar, se llevó a cabo la PCR 
utilizando el cebador cs3sSbf1F (aattc ctgca gggga tccca ttctc cttga tgtac taat; SEQ ID NO: 26) y el cebador 
cs3sPsp1R (aattg gagccc gaatt caaac aactc aatag caaga aac; SEQ ID NO: 27) aunque utilizando el vector pGEMT-
CS3S.1.2k como una plantilla, para amplificar 3’-SAR de CSP-B. La PCR se realizó bajo las condiciones de 30 ciclos 
de 10 segundos a 98ºC, 30 segundos a 60ºC, y 2 minutos y 30 segundos a 72ºC. A continuación, se clonó este 35
producto de la PCR entre los sitios de restricción SbfI y PspOMI del vector pCLS09G1 para preparar el vector 
pCLS09G1t1.

Preparación del vector pCLS09G1f1

Para la preparación del vector pCLS09G1f1 insertando el 5'-SAR de CSP-B entre los sitios de restricción Sbfl y 
PspOMI del vector pCLS09G1, se llevó a cabo el siguiente experimento. En primer lugar, se realizó la PCR 40
utilizando el cebador cs5sSbf1F (aattc ctgca gggaa ttcct aaaca gagca attag gtaag; SEQ ID NO: 28) y el cebador 
cs5sPsp1R (aattg ggccc gaatt ccagt gtaaa cgtct tcctt gt; SEQ ID NO: 29) aunque utilizando el vector pGEMT-
CS5S.3.0k como una plantilla, para amplificar 5’-SAR de CSP-B. La PCR se realizó bajo las condiciones de 30 ciclos 
de 10 segundos a 98ºC, 30 segundos a 60ºC, y 2 minutos y 30 segundos a 72ºC. A continuación, se clonó este 
producto de la PCR entre los sitios de restricción SbfI y PspOMI del vector pCLS09G1 para preparar el vector 45
pCLS09G1f1.

Preparación del vector pCLS09G1g1

Para la preparación del vector pCLS09G1g1 insertando la MAR de β-globina entre los sitios de restricción Sbfl y 
PspOMI del vector pCLS09G1, se llevó a cabo el siguiente experimento. En primer lugar, la PCR se realizó 
utilizando el cebador glmSbf1F (aattc ctgca ggttg tattc tgttt cgtga ggcaa ggttt; SEQ ID NO: 30) y el cebador 50
glmPsp1R (aattg ggccc ttcct ctcta tgttg gctca aatgt cct; SEQ ID NO: 31) aunque utilizando el vector pcDNA3.3-Bg5M 
como una plantilla, para amplificar la MAR de β-globina. La PCR se realizó bajo las condiciones de 30 ciclos de 10 
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segundos a 98ºC, 30 segundos a 60ºC, y 3 minutos y 20 segundos a 72ºC. A continuación, se clonó este producto 
de la PCR entre los sitios de restricción SbfI y PspOMI del vector pCLS09G1 para preparar el vector pCLS09G1g1.

Preparación del vector pCLS09G1t2

Para la preparación del vector pCLS09G1t2 mediante la inserción de 3’-SAR de CSP-B entre los sitios de restricción 
PspOMI y SfiI del vector pCLS09G1t1, se llevó a cabo el siguiente experimento. En primer lugar, se realizó la PCR 5
usando el cebador cs3sPsp2F (aattg ggccc ggatcccatt ctcct tgatg tacta at; SEQ ID NO: 32) y el cebador cs3sSfi2R 
(aattg gccat gatggccgaa ttcaaacaac tcaat agcaa gaaac; SEQ ID NO: 33) aunque utilizando el vector pGEMT-
CS3S.1.2k como una plantilla, para amplificar 3’-SAR de CSP-B. La PCR se realizó bajo las condiciones de 30 ciclos 
de 10 segundos a 98ºC, 30 segundos a 60ºC, y 2 minutos y 30 segundos a 72ºC. A continuación, se clonó este 
producto de la PCR entre los sitios de restricción PspOMI y SfiI del vector pCLS09G1t1 para preparar el vector 10
pCLS09G1t2.

Preparación del vector pCLS09G1f2

Para la preparación del vector pCLS09G1f2 insertando 5’-SAR de CSP-B entre los sitios de restricción PspOMI y SfiI 
del vector pCLS09G1f1, se llevó a cabo el siguiente experimento. En primer lugar, la PCR se realizó utilizando el 
cebador cs5sPsp2F (aattg ggccc gaatt cctaa acaga gcaat taggt aag; SEQ ID NO: 34) y el cebador cs5sSfi2R (aattg 15
gccat gatggccgaa ttcca gtgta aacgt cttcc ttgt; SEQ ID NO: 35) aunque utilizando el vector pGEMT-CS5S.3.0k como 
una plantilla, para amplificar 5’-SAR de CSP-B. La PCR se realizó bajo las condiciones de 30 ciclos de 10 segundos 
a 98ºC, 30 segundos a 60ºC, y 2 minutos y 30 segundos a 72ºC. A continuación, se clonó este producto de la PCR
entre los sitios de restricción PspOMI y SfiI del vector pCLS09G1f1 para preparar el vector pCLS09G1f2.

Preparación de vector pCLS09G1tf20

Para la preparación del vector pCLS09G1tf insertando 5’-SAR de CSP-B entre los sitios de restricción PspOMI y SfiI 
del vector pCLS09G1t1, se llevó a cabo el siguiente experimento. En primer lugar, la PCR se realizó utilizando el 
cebador cs5sPsp2F (aattg ggccc gaatt cctaa acaga gcaat taggt aag; SEQ ID NO: 34) y el cebador cs5sSfi2R (aattg 
gccat gatggccgaa ttcca gtgta aacgt cttcc ttgt; SEQ ID NO: 35) aunque utilizando el vector pGEMT-CS5S.3.0k como 
una plantilla, para amplificar 5’-SAR de CSP-B. La PCR se realizó bajo las condiciones de 30 ciclos de 10 segundos 25
a 98ºC, 30 segundos a 60ºC, y 2 minutos y 30 segundos a 72ºC. A continuación, se clonó este producto de la PCR
entre los sitios de restricción PspOMI y SfiI del vector pCLS09G1t1 para preparar el vector pCLS09G1tf.

Preparación del vector pCLS09G1f3

Para la preparación del vector pCLS09G1f3 insertando la 5'-SAR de CSP-B en el sitio de restricción BglII entre el 
promotor de CMV y el promotor bla del vector pCLS09G1f2, se llevó a cabo el siguiente experimento. En primer 30
lugar, se realizó la PCR utilizando el cebador cs5sBg13F (aatta gatct gaatt cctaa acaga gcaat taggt aag; SEQ ID NO: 
36) y el cebador cs5sBg13R (aatta gatct gaatt ccagt gtaaa cgtct tcctt gt; SEQ ID NO: 37) aunque utilizando el vector 
pGEMT-CS5S.3.0k como una plantilla, para amplificar 5’-SAR de CSP-B. La PCR se realizó bajo las condiciones de
30 ciclos de 10 segundos a 98ºC, 30 segundos a 60ºC, y 2 minutos y 30 segundos a 72ºC. A continuación, se clonó 
este producto de la PCR en el sitio de restricción BglII del vector pCLS09G1f2 para preparar el vector pCLS09G1f3.35

Preparación del vector pCLS09G1f4

Para la preparación del vector pCLS09G1f4, en el que los factores SAR están situados a ambos lados de los genes 
lac Z y lac Y, insertando 5’-SAR de CSP-B en el sitio de restricción BglII entre el promotor de CMV y el promotor bla 
del vector pCLS09G1f1, se llevó a cabo el siguiente experimento. En primer lugar, se realizó la PCR utilizando el 
cebador cs5sBg13F (aatta gatct gaatt cctaa acaga gcaat taggt aag; SEQ ID NO: 36) y el cebador cs5sBg13R (aatta 40
gatct gaatt ccagt gtaaa cgtct tcctt gt; SEQ ID NO: 37) aunque utilizando el vector pGEMT-CS5S.3.0k como una 
plantilla, para amplificar 5’-SAR de CSP-B. La PCR se realizó bajo las condiciones de 30 ciclos de 10 segundos a 
98ºC, 30 segundos a 60ºC, y 2 minutos y 30 segundos a 72ºC. A continuación, se clonó este producto de la PCR en 
el sitio de restricción BglII del vector pCLS09G1f1 para preparar el vector pCLS09G1f4.

Ejemplo 4: Expresión de β-galactosidasa usando el vector con el factor SAR/MAR introducido 45

Transfección utilizando el vector pCLS09G1, pCLS09G1f1, pCLS09G1t1, o pCLS09G1g1

Con el fin de verificar el efecto debido a la introducción respectiva de una copia de 5’-SAR de CSP-B, 3’-SAR de 
CSP-B y MAR de β-globina en los vectores, se transfectaron células CHO DG44 (Invitrogen, No. de catálogo 12609) 
de la siguiente manera.

Se dispensaron células DG44 del tipo de cultivo de adhesión en una placa de 6 pozos a razón de 4 x 105 células por 50
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pozo. Después de 24 horas, se confirmó que las células se adherían completamente al fondo de la placa. Se 
dispensaron 500 μl del medio Opti-MEM (Gibco, No. de catálogo 31985-070) en cada uno de los tres tubos 
esterilizados, y después se mezclaron 2 μg de los vectores pCLS09G1, pCLS09G1f1, pCLS09G1t1 o pCLS09G1g1
preparados, seguido de pipeteo suave. Se dispensaron 500 μl del medio Opti-MEM en cada uno de los tres tubos 
esterilizados. Se mezclaron 10 μl de Lipofectamina 2000 (Invitrogen, No. de catálogo 11668-027), seguido de 5
pipeteo suave, y después se dejó durante 5 minutos a temperatura ambiente. Se mezclaron el ADN y una solución 
de reactivo y después se dejaron a temperatura ambiente durante 20 minutos. Esta mezcla se puso en pozos de una 
placa de 6 pozos preparados para cada ADN, seguido de la mezcla de los pozos.

Verificación de la actividad de la β-galactosidasa de la combinación de células transfectadas con pCLS09G1, 
pCLS09G1f1, pCLS09G1t1 o pCLS09G1g110

Las células DG44 se transfectaron con el vector pCLS09G1, pCLS09G1f1, pCLS09G1t1 o pCLS09G1g1. Después 
de 24 horas, el medio se intercambió con un medio que contenía FBS al 10% y 500 μg/ml de geneticina. El 
intercambio de medio se realizó cada tres o cuatro días, y las células se cultivaron bajo las condiciones de 37ºC y 
5% de CO2 durante tres semanas, preparando así una combinación estable de células.

Se utilizó un kit de análisis de β-galactosidasa (Stratagen, No. de catálogo 200383) para verificar la actividad de la β-15
galactosidasa sobre las células transfectadas en forma estable y luego obtener las actividades de β-galactosidasa de 
acuerdo con los vectores y las actividades relativas de β-galactosidasa basadas en el vector pCLS09G1. Como se 
muestra en la Tabla 1 y en la figura 7, la actividad de la β-galactosidasa se incrementó para los vectores con el 
factor SAR/MAR introducido en comparación con el vector del factor SAR/MAR introducido. Además, el vector 
pCLS09G1f1 incluyendo 5’-SAR de CSP-B exhibió mayor actividad de la β-galactosidasa que pCLS09G1g120
incluyendo la MAR de β-globina. Por lo tanto, es preferible introducir la 5’-SAR de CSP-B en vectores para aumentar 
el nivel de expresión de la proteína objetivo.

[Tabla 1]

Vector usado para
transfección

SAR/MAR

introducido

Actividad de la β-galactosidasa
(unidades/mg)

Actividad relativa de la

β-galactosidasa

pCLS09G1 Ninguno 3,4 1,0

pCLS09G1f1 5’-SAR de CSP-B 34,3 10,0

pCLS09G1t1 3’-SAR de CSP-B 7,4 2,2

pCLS09G1g1 MAR de β-globina 29,8 8,7

Verificación de la actividad de la β-galactosidasa de la combinación de células transfectadas con pCLS09G1f1, 25
pCLS09G1f2, pCLS09G1f3 o pCLS09G1f4

Se llevó a cabo el siguiente experimento para verificar que la 5'-SAR de CSP-B aumentaba los niveles de expresión 
de la proteína objetivo e investigar el cambio en el nivel de expresión de la proteína objetivo dependiendo del 
número de copias de los factores SAR introducidos en el vector. Las células DG44 se transfectaron con el vector 
pCLS09G1f1, pCLS09G1f2, pCLS09G1f3, o pCLS09G1f4 y luego se seleccionaron con el medio que contenía 30
geneticina, obteniéndose de este modo combinaciones de células. Se verificó la actividad de la β-galactosidasa 
sobre las células transfectadas en forma estable. Se obtuvieron las actividades de la β-galactosidasa dependiendo 
de los vectores. Como se muestra en la Tabla 2 y en la figura 8, el vector que incluye dos copias de los factores SAR
introducidos en el mismo exhibió una mayor actividad de la β-galactosidasa que los vectores, incluyendo una copia o 
tres copias de los factores SAR introducidos en el mismo. Es decir, el aumento en los niveles de expresión de la 35
proteína objetivo debido al factor SAR varía dependiendo del número de copias del factor SAR y se verificó que la 
introducción de dos copias del factor SAR en los vectores puede conducir al aumento máximo en el nivel de 
expresión de la proteína objetivo.

[Tabla 2]

Vector 
usado para 

la 

SAR introducida
Actividad de la β-galactosidasa

(unidades/mg)
Actividad relativa de la
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transfección β-galactosidasa

Grupo 
1

Grupo 
2

Grupo 
3

Media
Grupo 

1
Grupo 

2
Grupo 

3
Media

pCLS09G1f1
Una copia de 5’-SAR de 

CSP-B
116 30 50 65 1,0 1,0 1,0 1,0

pCLS09G1f2
Dos copias continuas de 5’-

SAR de  CSP- B
147 103 107 119 1,3 3,4 2,1 2,3

pCLS09G1f3
Tres copias de 5’-SAR de 

CSP-B
12 36 19 22 0,1 1,2 0,4 0,6

pCLS09G1f4
Dos copias no continuas de

5’-SAR de CSP-B
112 112 66 97 1,0 3,7 1,3 2,0

Ejemplo 5: Preparación del vector de expresión de NESP

Preparación del gen de la eritropoyetina

Para la clonación del gen de eritropoyetina de 582 pb registrado como el acceso del GenBank # M11319 (gen de 
eritropoyetina genómica de hígado fetal humano) y acceso del GenBank # NM000799 (ARNm de eritropoyetina 5
humana), se llevó a cabo el siguiente experimento. En primer lugar, se realizó la PCR utilizando el cebador IE1ATGF 
(atggg ggtgc acgaa tgtcc tgcct; SEQ ID NO: 38) y el cebador IE1TGAR (tcatc tgtcc cctgt cctgc aggcct; SEQ ID NO: 
39) aunque utilizando la biblioteca de ADNc de Marathon-Ready de hígado humano (BD, No. de catálogo 7407-1) 
como una plantilla. La PCR se realizó bajo las condiciones de 40 ciclos de 10 segundos a 98ºC, 30 segundos a 58ºC 
y 1 minuto a 72ºC. A continuación, se clonó este producto de la PCR en el vector pGEM-T.10

Preparación del gen NESP

Para la preparación de genes de análogos de eritropoyetina, los NESP (A30N, H32T, P87V, W88N y P90T), se 
realizó el siguiente experimento, como se describe en la reivindicación 3 de la solicitud de patente coreana No.
1995-0701453. En primer lugar, para la preparación de genes de los análogos de eritropoyetina A30N y H32T, se 
realizó la PCR usando el cebador M13R (gaaac agcta tgacc atg; SEQ ID NO: 40) y el cebador IA1g1R (ctcat tcaag 15
ctgca tgttt catta cagcc cgtcg tgat; SEQ ID NO: 41) y se realizó la PCR utilizando el cebador M13F (caggg ttttcccagt 
cacga; SEQ ID NO: 42) y el cebador IA1gIF (atcac gacgg gctgt aatga aacat gcagc ttgaa tgag; SEQ ID NO: 43), 
aunque utilizando el gen de eritropoyetina clonado en el vector pGEM-T como una plantilla. Las PCR se realizaron 
bajo las condiciones de 30 ciclos de 10 segundos a 98ºC, 30 segundos a 60ºC y 40 segundos a 72ºC. A 
continuación, se ligaron estos dos productos de PCR mediante PCR de superposición, y luego se clonaron entre los 20
sitios de restricción Ndel y Sphl del vector pGEM-T.

Con el fin de mutar los genes de los análogos A30N y H32T en genes de los análogos A30N, H32T, P87V, W88N y 
P90T y unir la secuencia de Kozak (gccacc) antes del codón de iniciación de la transcripción, se realizó la PCR 
usando el cebador M13R y el cebador IA1G2R (cacat gcagc tgcag tgtct cattcacctg ggaagagttg ac; SEQ ID NO: 44) y 
se realizó la PCR usando el cebador M13F y el cebador IA1G2F (gtcaa ctctt cccaggtgaa tgaga cactgcagct gcatg tg; 25
SEQ ID NO: 45 ), aunque utilizando los genes de los análogos, A30N y H32T, clonados en el vector pGEM-T como 
una plantilla. Las PCR se realizaron bajo las condiciones de 30 ciclos de 10 segundos a 98ºC, 30 segundos a 60ºC y 
40 segundos a 72ºC. A continuación, se realizó la PCR de superposición utilizando el cebador IE1KzATGHinF (aatta 
agctt gccac catgggggtg cacga atgtc ctgcct; SEQ ID NO: 46) y el cebador IE1TGAXhoR (aattc tcgag tcctc tgtcc cctgc 
cctgc aggcc t; SEQ ID NO: 47) aunque usando estos dos productos de PCR como una plantilla. La PCR se realizó 30
bajo las condiciones de 30 ciclos de 10 segundos a 98ºC, 30 segundos a 60ºC y 50 segundos a 72ºC.

Preparación del vector pCLS07A1

El producto de PCR de los genes NESP se clonó entre los sitios de restricción HindIII y XhoI del MSC del vector 
pCLS07, para preparar el vector pCLS07A1.

Ejemplo 6: Preparación del vector de expresión de NESP que incluye el factor SAR35

Preparación del vector pCLS10A1
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Para la preparación del vector pCLS10A1 insertando MCS para la introducción del factor SAR o MAR en el sitio de 
restricción Nhel del vector pCLS07A1 capaz de exhibir NESP en células animales, se llevó a cabo el siguiente 
experimento. En primer lugar, se realizó la PCR utilizando el cebador NhAsf1F (aattg ctagc atata ggcgc gccaa cttga 
ttagg gtgat ggttc acgta g; SEQ ID NO: 48) y el cebador NhClPaPsf1R (aattg ctagc atata atcta ttata tttaa ttaaa tatag 
ggccc ttgag tgttg ttcca gtttg gaaca aga; ID NO: 49) aunque utilizando el vector pcDNA3.1(-) como una plantilla, para 5
obtener MCS. La PCR se realizó bajo las condiciones de 30 ciclos de 10 segundos a 98ºC, 30 segundos a 60ºC y 15 
segundos a 72ºC. Este producto de PCR se clonó en el sitio de restricción NheI del vector pCLS07A1 para preparar 
el vector pCLS10A1.

Preparación del vector pCLS10Alt1

Para la preparación del vector pCLS10Alt1 insertando la 3’-SAR de CSP-B entre los sitios de restricción AscI y 10
PspOMI del vector pCLS10A1, se llevó a cabo el siguiente experimento. En primer lugar, se realizó la PCR usando 
el cebador cs3sAsclF (aattg gcgcg ccgga tcccc ttcccttga tgtac taat; SEQ ID NO: 50) y el cebador cs3sPsp1R (aattg 
gagccc gaatt caaac aactc aatag caaga aac; SEQ ID NO: 51) aunque usando el vector pGEMT-CS3S.1.2k como una 
plantilla, para amplificar 3’-SAR de CSP-B. La PCR se realizó bajo las condiciones de 30 ciclos de 10 segundos a 
98ºC, 30 segundos a 60ºC, y 2 minutos y 30 segundos a 72ºC. A continuación, se clonó este producto de la PCR15
entre los sitios de restricción AscI y PspOMI del vector pCLS10A1 para preparar el vector pCLS10Alt1.

Preparación del vector pCLS10A1f1

Para la preparación del vector pCLS10A1f1 insertando la 5'-SAR de CSP-B entre los sitios de restricción AscI y 
PspOMI del vector pCLS10A1, se llevó a cabo el siguiente experimento. En primer lugar, la PCR se realizó usando
el cebador cs5sAsc1F (aattg gcgcg ccgaa ttcct aaaca gagca attag gtaag; SEQ ID NO: 52) y el cebador cs5sPsp1R 20
(aattg ggccc gaatt ccagt gtaaa cgtct tcctt gt; SEQ ID NO: 53) aunque usando el vector pGEMT-CS5S.3.0k como una 
plantilla, para amplificar la 5’-SAR de CSP-B. La PCR se realizó bajo las condiciones de 30 ciclos de 10 segundos a 
98ºC, 30 segundos a 60ºC, y 2 minutos y 30 segundos a 72ºC. A continuación, se clonó este producto de la PCR
entre los sitios de restricción AscI y PspOMI del vector pCLS10A1 para preparar el vector pCLS10A1f1.

Ejemplo 7: Expresión de NESP usando el vector con el factor SAR introducido25

Verificación del nivel de expresión de NESP de la combinación de células DG44 transfectadas con pCLS07A1, 
pCLs10A1f1, o pCLS10Alt1

Con el fin de verificar si el efecto del factor SAR, que fue confirmado a través del experimento de actividad de la β-
galactosidasa, se aplica también a las expresiones de otras proteínas recombinantes, se llevó a cabo el siguiente 
experimento. Se transfectaron células DG44 con el vector pCLS07A1, pCLS10A1f1, o pCLS10Alt1 incluyendo la30
proteína objetivo NESP y el factor SAR, y se seleccionaron con el medio que contenía geneticina, obteniendo de 
este modo una combinación de células. El nivel de expresión de NESP se verificó mediante ensayo de 
inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA). Como se muestra en la Tabla 3 y en la figura 9, se verificó que la 
introducción del factor SAR aumentó el nivel de expresión. En particular, el nivel de expresión de NESP se aumentó 
en 11,2 veces cuando se introdujo 5’-SAR de CSP-B secuencia abajo del gen NESP que cuando no se introdujo 5’-35
SAR de CSP-B.

[Tabla 3]

Vector usado para la 
transfección

SAR/MAR

introducido

Nivel de expresión de NESP 
(µg/ml)

Nivel de expresión relativo de 
NESP 

pCLS07A1 Ninguno 0,7 1,0

pCLS10A1f1 5’-SAR de CSP-B 7,9 11,2

pCLS10Alt1 3’-SAR de CSP-B 2,3 3,2

Verificación de la frecuencia de formación de clones positivos que expresan NESP

Con el fin de verificar los efectos del factor SAR de superar la supresión de la expresión génica dependiendo de las 40
posiciones de genes foráneos, se transfectaron las células DG44 con el vector pCLS07A1, pCLS10Alt1 o 
pCLS10A1f1 y se crearon colonias individuales utilizando una placa de 96 pozos. La frecuencia de formación de 
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colonias para cada vector se confirmó mediante observación microscópica. Se tomó el líquido de cultivo y se midió el 
nivel de expresión de NESP, obteniendo de este modo la frecuencia de formación de clones positivos que expresan 
NESP para cada vector. Como se muestra en las Tablas 4 y 5, se mostró un 82% de la frecuencia de formación de 
colonias cuando no se introdujo el factor SAR y el 90% y el 50% de pozos mostraron formación de colonias para las 
introducciones de 5’-SAR de CSP-B y 3’-SAR de CSP-B, respectivamente. Además, la frecuencia de clones 5
positivos fue de aproximadamente 40% para la no introducción de factores SAR y la introducción de 3’-SAR de CSP-
B, y aumentó a 59% por la introducción de 5’-SAR de CSP-B. Es decir, se puede verificar que la introducción de 5’-
SAR de CSP-B supera la supresión de la expresión génica en función de las posiciones de los genes foráneos y por 
lo tanto se formaron más clones que expresan la proteína objetivo NESP.

[Tabla 4]10

Vector usado para la 
transfección

SAR/MAR

introducido

Número total 
de pozos

Número de pozos 
formadores de colonias

Frecuencia de 
formación de colonias

(%)

pCLS07A1 Ninguno 240 197 82

pCLS10A1f1 5’-SAR de CSP-B 240 217 90

pCLS10Alt1 3’-SAR de CSP-B 240 119 50

[Tabla 5]

Vector usado para 
la transfección

SAR/MAR

introducido

Número total de 
colonias

Número de clones 
positivos

Frecuencia de clones 
positivos (%)

pCLS07A1 Ninguno 197 89 45

pCLS10A1f1 5’-SAR de CSP-B 217 127 59

pCLS10Alt1 3’-SAR de CSP-B 119 51 43

Verificación sobre el nivel de expresión de NESP de un solo clon 

Entre los clones positivos en la placa de 96 pozos, de los cuales se confirmó la expresión de NESP, se 15
seleccionaron arbitrariamente 24 clones positivos para cada vector y se subcultivaron en una placa de 24 pozos. Se 
tomó el líquido del cultivo y se midió el nivel de expresión. Como se muestra en las figuras 10 y 11, el número de 
clones de alta expresión que exhibieron un nivel de expresión de 10 μg/ml o más entre 24 clones positivos 
seleccionados arbitrariamente fue de 13 para el vector con 5’- SAR de CSP-B introducido y 5 para el vector con 
factor SAR no introducido. Es decir, se comprobó que la frecuencia de los clones de alta expresión aumentó cuando 20
se introdujo 5’-SAR de CSP-B en el vector.

Ejemplo 8: Preparación del vector de expresión anti-HER2

Preparación del vector pC01

Para la preparación del vector pC01 que incluye secuencialmente un gen de resistencia a la neomicina, un gen de 
resistencia a la ampicilina, un promotor de CMV, MCS y pA de BGH, se llevó a cabo el siguiente experimento. En 25
primer lugar, se realizó la PCR utilizando el cebador V1_F (aagct tcctc agcat cgggccgcccggccggc tccct gtgcc 
ctctagttga cagccagctg t; SEQ ID NO: 54) y el cebador V1_R (tagag cccca gctgg ttctt tccgc ctcag; SEQ ID NO: 55) 
aunque usando el vector pcDNA3.1(-) como una plantilla. La PCR se realizó bajo las condiciones de 30 ciclos de 10 
segundos a 98ºC, 30 segundos a 60ºC y 1 minuto a 72ºC. A continuación, se clonó este producto de la PCR en el 
vector pcDNA3.3-TOPO para preparar el vector pC01.30

Preparación del vector pC02
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Para la preparación del vector pC02 que incluye secuencialmente un promotor de CMV, el MCS del vector pC01 y 
otro MCS, y pA de BGH, se llevó a cabo el siguiente experimento. En primer lugar, se realizó la PCR utilizando el 
cebador V2_F (gaatt ctgta caggt acccc tgcag gctcg agctg tgcct tctag ttgcc agccc tctgt; SEQ ID NO: 56) y el cebador 
V2_R (tagag cccca gctgg ttctt tccgc ctcag; SEQ ID NO: 57) aunque usando el vector pcDNA3.1(-) como una plantilla. 
La PCR se realizó bajo las condiciones de 30 ciclos de 10 segundos a 98ºC, 30 segundos a 60ºC y 1 minuto a 72ºC. 5
A continuación, se clonó este producto de la PCR en el vector pcDNA3.3-TOPO para preparar el vector pC02.

Preparación del vector pC03

Para la preparación del vector pC03 que incluye secuencialmente el gen de resistencia a la neomicina, el gen de 
resistencia a la ampicilina, el promotor de CMV, el primer MCS y la pA de BGH del vector pC01 y el promotor de 
CMV, el segundo MCS y la pA de BGH del vector pC02, se llevó a cabo el siguiente experimento. En primer lugar, el 10
vector pC01 se digirió con las enzimas de restricción DraIII y AgeI, obteniendo de este modo un gran fragmento de 
ADN. A continuación, se realizó la PCR usando el cebador PcmvAgeF (aatct gaccg gtgtt aggcg ttttg cgctg cttcg cg; 
SEQ ID NO: 58) y el cebador BGHNheDraR (ttact acact aggcg gatcg agcta gctag agccc cagct ggttc tttcc g; SEQ ID 
NO: 59) aunque usando el vector pC02 como una plantilla. Este producto de PCR se digirió con las enzimas de 
restricción DraIII y AgeI. La PCR se realizó bajo las condiciones de 30 ciclos de 10 segundos a 98ºC, 30 segundos a 15
60ºC y 1 minuto a 72ºC. Por último, este producto de PCR se ligó al fragmento de ADN obtenido por digestión del 
vector pC01 con las enzimas de restricción DraIII y AgeI, preparando con ello el vector pC03.

Preparación del vector pCLS05

Para la preparación del vector pCLS05 que incluye el promotor de SV40dE1, la secuencia de Kozak, la secuencia 
DHFR y la pA de TK insertada entre la pA de BGH y el promotor de SV40 del vector 140pC03, se llevó a cabo el 20
siguiente experimento. Primero, se realizó la PCR usando el cebador PsvApaDraF y el cebador TKNheNdeR aunque 
utilizando el vector pC04 como una plantilla. La PCR se realizó bajo las condiciones de 30 ciclos de 10 segundos a 
98ºC, 30 segundos a 60ºC y 1 minuto y 30 segundos a 72ºC. A continuación, este producto de PCR y el vector pC03 
se digirieron con las enzimas de restricción DraIII y Nhel, y los dos grandes fragmentos de ADN así obtenidos se 
ligaron para preparar el vector pCLS05.25

Preparación del vector pCLS05H1

Para la preparación del vector pCLS05H1 insertando el gen de cadena pesada del anticuerpo anti-HER2 entre los 
sitios de restricción EcoRI y XhoI del vector pCLS05, se llevó a cabo el siguiente experimento. En primer lugar, se 
realizó la PCR utilizando el cebador H1ssF (ctctt cttgg tagca acagc tacag gtgtc cactc cgagg tccaa ctggt cgaaa gcggt 
gga; SEQ ID NO: 60) y el cebador H1TGAXhoR (aattc tcgag tcatt tacccggaga caggg agagg ctctt; SEQ ID NO: 61) 30
aunque utilizando el gen del anticuerpo anti-HER2 sintetizado como una plantilla, para amplificar un gen de cadena 
pesada que tiene una parte de la secuencia señal. La PCR se realizó utilizando el cebador H1ssEcoF (aattg gccac 
catgg gatgg agctg tatca tcctc ttctt ggtag caaca gctac agg; SEQ ID NO: 62) y el cebador H1TGAXhoR (SEQ ID NO: 
61) aunque utilizando este producto de PCR como una plantilla, para amplificar un gen de cadena pesada que tiene 
la secuencia de Kozak y la secuencia señal. La PCR se realizó bajo las condiciones de 30 ciclos de 10 segundos a 35
98ºC, 30 segundos a 60ºC y 1 minuto y 30 segundos a 72ºC. A continuación, se clonó este producto de la PCR en el 
vector pGEM-T y después se digirió con las enzimas de restricción EcoRI y XhoI, para obtener el gen de cadena 
pesada que tenía la secuencia Kozak y la secuencia señal, que luego se clonó entre los sitios de restricción EcoRI y 
XhoI del vector pCLS05, preparando con ello el vector pCLS05H1.

Preparación del vector pCLS05H240

Para la preparación del vector pCLS05H2 insertando el gen de la cadena ligera del anticuerpo anti-HER2 entre los 
sitios de restricción HindIII y BamHI del vector pCLS05H1, se llevó a cabo el siguiente experimento. En primer lugar, 
la PCR se realizó utilizando el cebador H2ssF (ctctt cttgg tagca acagc tacag gtgtc cactc cgata tccag atgac ccaga 
gtccc tct; SEQ ID NO: 63) y el cebador H2TGABamR (aattg gatcc tcaac actct cccctgttga agctc tttgt; SEQ ID NO: 64) 
aunque utilizando el gen anti-HER2 sintetizado como una plantilla, para amplificar un gen de cadena ligera que tiene 45
una parte de la secuencia señal. La PCR se realizó usando el cebador H2ssHinF (aatta agctt gccac catgg gatgg 
agctg tatca tcctc ttctt ggtag caaca gctac agg; SEQ ID NO: 65) y el cebador H2TGABamR (SEQ ID NO: 64) aunque 
utilizando este producto de PCR como una plantilla, para amplificar un gen de cadena ligera que tiene la secuencia 
de Kozak y la secuencia de señal. La PCR se realizó bajo las condiciones de 30 ciclos de 10 segundos a 98ºC, 30 
segundos a 60ºC y 1 minuto a 72ºC. A continuación, se clonó este producto de la PCR en el vector pGEM-T y 50
después se digirió con las enzimas de restricción HindIII y BamHI, para obtener un gen de cadena ligera que tenía la 
secuencia de Kozak y la secuencia señal, que luego se clonó entre los sitios de restricción HindIII y BamHI del 
vector pCLS05H1, preparando con ello el vector pCLS05H2. El mapa del vector pCLS05H2 se muestra en la figura
12a.

Ejemplo 9: Preparación del vector de expresión anti-HER2 que incluye el factor SAR55
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Preparación del vector pCLS05H2f2

Para la preparación del vector pCLS05H2f2 introduciendo dos copias de 5'-SAR de CSP-B entre el gen de la cadena 
pesada y el gen DHFR del vector pCLS05H2 que puede expresar el anticuerpo anti-HER2 en células animales, se 
realizó el siguiente experimento. El vector pCLS05H2 y el vector pCLS09G1f2 se digirieron con las enzimas de 
restricción XhoI y BssHII, y los dos grandes fragmentos de ADN así obtenidos se ligaron para preparar el vector 5
pCLS05H2f2. El mapa del vector pCLS05H2f2 se muestra en la figura 12b.

Ejemplo 10: Expresión del anticuerpo anti-HER2 utilizando el vector con el factor SAR introducido

Verificación sobre el nivel de expresión del anticuerpo anti-HER2 de la combinación de células DG44 transfectadas 
con el vector pCLS05H2 o el vector pCLS05H2f2

Las células DG44 se transfectaron con el vector pCLS05H2 que incluía un gen del anticuerpo anti-HER2 de la 10
proteína objetivo y el vector pCLS05H2f2 que incluía el gen del anticuerpo y el factor SAR, respectivamente, y luego 
se seleccionaron con medio que contenía geneticina, para obtener combinaciones de células. Los niveles de 
expresión del anticuerpo anti-HER2 para los respectivos vectores se verificaron mediante el ensayo de 
inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA). Como se muestra en la Tabla 6 y en la figura 13, se confirmó que el 
nivel de expresión del anticuerpo anti-HER2 era 30 veces mayor cuando se introdujeron dos copias de factores SAR15
que cuando no se introdujo el factor SAR. Se exhibió la resistencia a la geneticina y las células supervivientes fueron 
relativamente más numerosas cuando se usó el vector pCLS05H2f2 incluyendo el factor SAR.

[Tabla 6]

Vector usado 
para la 

transfección
SAR introducido

Nivel de expresión del 
anticuerpo anti-HER2 (µg/ml)

Nivel de expresión relativo del 
anticuerpo anti-HER2

Grupo 
1

Grupo 
2

Grupo 
3

Media
Grupo 

1
Grupo 

2
Grupo 

3
Media

pCLS05H2 Ninguno 0,29 0,50 0,26 0,35 1,0 1,0 1,0 1,0

pCLS05H2f2
Dos copias continuas de 5’-

SAR de CSP-B 
6,74 8,22 13,6 9,54 22,7 16,2 52,6 30,5

Verificación sobre el nivel de expresión del anticuerpo anti-HER2 de un solo clon20

Se seleccionaron arbitrariamente clones positivos en la placa de 96 pozos, de los cuales se confirmó la expresión 
del anticuerpo anti-HER2, y se subcultivaron en una placa de 24 pozos. Se tomó el líquido del cultivo y se midió el 
nivel de expresión. Como se muestra en las figuras 14 y 15, el número de clones de alta expresión que exhibieron 
un nivel de expresión de 5 μg/ml o más entre 19 clones positivos seleccionados arbitrariamente era de 10 para el 
vector al que se le introdujeron dos copias de 5’-SAR de CSP-B y 6 para el vector al que no se le introdujo el factor25
SAR. Es decir, se verificó que la frecuencia de los clones de alta expresión aumentó relativamente cuando se 
introdujo el factor 5’-SAR de CSP-B en el vector.

Aunque la presente invención ha sido descrita en detalle con referencia a las características específicas, será 
evidente para los expertos en la técnica que esta descripción es sólo para una realización preferida y no limita el 
alcance de la presente invención. Por lo tanto, el alcance sustancial de la presente invención se definirá por las 30
reivindicaciones adjuntas.

<110> Chongkundang

<120> Vectores de expresión animal que portan el factor 5’-SAR de CSP-B y métodos para la preparación de 
proteínas recombinantes mediante su uso

<130> PP12004635

<150> KR10-2011-0056685

<151> 2011-06-13
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<160> 65

<170> KopatentIn 2.0

<210> 1

<211> 12452

<212> ADN5

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> vector pCS09G1f1 

<220>

<221> promotor10

<222> (4140)..(4834)

<220>

<221> gen

<222> (4937)..(8164)

<220>15

<221> gen

<222> (8216)..(8418)

<220>

<221> gen

<222> (8711)..(11139)20

<400> 1
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<210> 2

<211> 14876

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<223> vector pCLS09G1f2 

<220>

<221> promotor

<222> (4140)..(4834)10

<220>

<221> gen

<222> (4937)..(8164)

<220>

<221> gen15

<222> (8216)..(8418)

<220>

<221> gen

<222> (8711)..(11139)

<220>20

<221> gen

<222> (11146)..(13574)

<400> 2
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<210> 3

<211> 17311

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<223> vector pCLS09G1f3

<220>

<221> gen

<222> (3926)..(6354)10

<220>

<221> promotor

<222> (6575)..(7269)
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<220>

<221> gen

<222> (7372)..(10599)

<220>

<221> gen5

<222> (10651)..(10853)

<220>

<221> gen

<222> (11146)..(13574)

<220>10

<221> gen

<222> (13581)..(16009)

<400> 3
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<210> 4

<211> 14887

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<223> vector pCLS09G1f4

<220>

<221> gen

<222> (3926)..(6354)10

<220>

<221> promotor

<222> (6575)..(7269)

<220>

<221> gen15

<222> (7372)..(10599)

<220>

<221> gen

<222> (10651)..(10853)

<220>20

<221> gen

<222> (11146)..(13574)
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<400> 4
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<210> 5

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<223> cebador Cs5S300F 

<400> 5

attcttcagc acctccttaa tttttctccc 30
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<210> 6

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>5

<223> cebador Cs5S300R 

<400> 6

ccaggcagcc aaagatcagt agttgtgttg         30

<210> 7

<211> 2810

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador 2kCspSF 

<400> 715

tggttccttc attggaaaag gaaaacac    28

<210> 8

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial20

<220>

<223> cebador 2kCspSR 

<400> 8

tccgctgagg ctgtgcccac agccacc   27

<210> 925

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador CspSF 30

<400> 9
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ggatcccatt ctccttgatg tactaat 27

<210> 10

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<223> cebador CspSR 

<400> 10

gaattcaaac aactcaatag caagaaac       28

<210> 1110

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador Bg5MF-100F-NheI 15

<400> 11

aattgctagc ttgtattctg tttcgtgagg caaggttt 38

<210> 12

<211> 38

<212> ADN20

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador Bg5MR-100R-XhoI 

<400> 12

aattctcgag ttcctctcta tgttggctca aatgtcct 3825

<210> 13

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>30

<223> cebador V6_F 
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<400> 13

<210> 14

<211> 30

<212> ADN5

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador V6_R 

<400> 14

gctagctaga gccccagctg gttctttccg       3010

<210> 15

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>15

<223> cebador PsvApaDraF 

<400> 15

aaaattgggc cccactacgt gctgtggaat gtgtgtcagt tagggt        46

<210> 16

<211> 4320

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador PsvKzDHR 

<400> 1625

tggtcgaacc atgatggcgc gaaacgatcc tcatcctgtc tct 43

<210> 17

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial30
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<220>

<223> cebador DHKzPsvF 

<400> 17

ggatcgtttc gcgccatcat ggttcgacca ttgaactgca tcg 43

<210> 185

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador TKNheNdeR 10

<400> 18

tgtgtgcata tggctagcga taacaatttc acacaggaaa cag   43

<210> 19

<211> 72

<212> ADN15

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> reforzador

<400> 19

20

<210> 20

<211> 52

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>25

<223> cebador NhAsE1F 

<400> 20

aattgctagc atatagcgat cgcgcaggac agcttccgac agcagggcca gg 52

<210> 21

<211> 7530
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<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador BbPsSbNhE1R 

<400> 215

<210> 22

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial10

<220>

<223> cebador galHinF 

<400> 22

aattaagctt ctcgcgcaac ctattttccc ctcgaac 37

<210> 2315

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador galXhoR 20

<400> 23

aattctcgag ccgagtttgt cagaaagcag accaaac        37

<210> 24

<211> 51

<212> ADN25

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador NhSbE1F 

<400> 24

aattgctagc atatacctgc aggttgaatg agaatatcac tgtcccagac a 5130
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<210> 25

<211> 80

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>5

<223> cebador NhAsSfPsE1R 

<400> 25

<210> 26

<211> 3910

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador cs3sSbf1F 

<400> 2615

aattcctgca ggggatccca ttctccttga tgtactaat     39

<210> 27

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial20

<220>

<223> cebador cs3sPsp1R 

<400> 27

aattgggccc gaattcaaac aactcaatag caagaaac 38

<210> 2825

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador cs5sSbf1F 30
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<400> 28

aattcctgca gggaattcct aaacagagca attaggtaag 40

<210> 29

<211> 37

<212> ADN5

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador cs5sPsp1R 

<400> 29

aattgggccc gaattccagt gtaaacgtct tccttgt 3710

<210> 30

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>15

<223> cebador glmSbf1F 

<400> 30

aattcctgca ggttgtattc tgtttcgtga ggcaaggttt   40

<210> 31

<211> 3820

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador glmPsp1R 

<400> 3125

aattgggccc ttcctctcta tgttggctca aatgtcct 38

<210> 32

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial30

<220>
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<223> cebador cs3sPsp2F 

<400> 32

aattgggccc ggatcccatt ctccttgatg tactaat 37

<210> 33

<211> 455

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador cs3sSfi2R 

<400> 3310

aattggccat gatggccgaa ttcaaacaac tcaatagcaa gaaac 45

<210> 34

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial15

<220>

<223> cebador cs5sPsp2F 

<400> 34

aattgggccc gaattcctaa acagagcaat taggtaag 38

<210> 3520

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador cs5sSfi2R 25

<400> 35

aattggccat gatggccgaa ttccagtgta aacgtcttcc ttgt 44

<210> 36

<211> 38

<212> ADN30

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> cebador cs5sBg13F

<400> 36

aattagatct gaattcctaa acagagcaat taggtaag 38

<210> 375

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador cs5sBg13R 10

<400> 37

aattagatct gaattccagt gtaaacgtct tccttgt 37

<210> 38

<211> 25

<212> ADN15

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador IE1ATGF 

<400> 38

atgggggtgc acgaatgtcc tgcct 2520

<210> 39

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>25

<223> cebador IE1TGAR 

<400> 39

tcatctgtcc cctgtcctgc aggcct 26

<210> 40

<211> 1830

<212> ADN
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<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador M13R 

<400> 40

gaaacagcta tgaccatg 185

<210> 41

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>10

<223> cebador IA1g1R 

<400> 41

ctcattcaag ctgcatgttt cattacagcc cgtcgtgat 39

<210> 42

<211> 2015

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador M13F 

<400> 4220

cagggttttc ccagtcacga 20

<210> 43

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial25

<220>

<223> cebador IA1g1F 

<400> 43

atcacgacgg gctgtaatga aacatgcagc ttgaatgag 39

<210> 4430

<211> 42
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<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador IA1G2R 

<400> 445

cacatgcagc tgcagtgtct cattcacctg ggaagagttg ac 42

<210> 45

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial10

<220>

<223> cebador IA1G2F 

<400> 45

gtcaactctt cccaggtgaa tgagacactg cagctgcatg tg 42

<210> 4615

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador IElKzATGHinF 20

<400> 46

aattaagctt gccaccatgg gggtgcacga atgtcctgcc t 41

<210> 47

<211> 36

<212> ADN25

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador IE1TGAXhoR 

<400> 47

aattctcgag tcatctgtcc cctgtcctgc aggcct 3630

<210> 48
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<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador NhAsflF 5

<400> 48

aattgctagc atataggcgc gccaacttga ttagggtgat ggttcacgta g 51

<210> 49

<211> 73

<212> ADN10

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador NhClPaPsf1R 

<400> 49

15

<210> 50

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>20

<223> cebador cs3sAsc1F 

<400> 50

aattggcgcg ccggatccca ttctccttga tgtactaat         39

<210> 51

<211> 3825

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador cs3sPsp1R 

<400> 5130
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aattgggccc gaattcaaac aactcaatag caagaaac 38

<210> 52

<211> 40

<212> ADN5

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador cs5sAsc1F 

<400> 52

aattggcgcg ccgaattcct aaacagagca attaggtaag 4010

<210> 53

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>15

<223> cebador cs5sPsp1R 

<400> 53

aattgggccc gaattccagt gtaaacgtct tccttgt    37

<210> 54

<211> 6120

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador V1_F 

<400> 5425

<210> 55

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial30
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<220>

<223> cebador V1_R 

<400> 55

tagagcccca gctggttctt tccgcctcag     30

<210> 565

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador V2_F 10

<400> 56

<210> 57

<211> 30

<212> ADN15

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador V2_R 

<400> 57

tagagcccca gctggttctt tccgcctcag      3020

<210> 58

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>25

<223> cebador PcmvAgeF 

<400> 58

aatctgaccg gtgttaggcg ttttgcgctg cttcgcg      37

<210> 59

<211> 5130
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<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador BGHNheDraR 

<400> 595

ttactacact acgtggatcg agctagctag agccccagct ggttctttcc g 51

<210> 60

<211> 63

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial10

<220>

<223> cebador HlssF 

<400> 60

<210> 6115

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador H1TGAXhoR 20

<400> 61

aattctcgag tcatttaccc ggagacaggg agaggctctt 40

<210> 62

<211> 63

<212> ADN25

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador H1ssEcoF 

<400> 62
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<210> 63

<211> 63

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<223> cebador H2ssF 

<400> 63

<210> 6410

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador H2TGABamR 15

<400> 64

aattggatcc tcaacactct cccctgttga agctctttgt      40

<210> 65

<211> 63

<212> ADN20

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador H2ssHinF 

<400> 65
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REIVINDICACIONES

1. Un vector de expresión para células animales, que comprende:

(a) una estructura 5' o región de unión a la matriz (5'-SAR) del gen de la serina proteasa B citotóxica (CSP-B);

(b) un promotor operable en células animales; y

(c) una secuencia de poliadenilación.5

2. El vector de expresión de acuerdo con la reivindicación 1, en el que el vector de expresión comprende además 
una secuencia de nucleótidos que codifica una proteína que va a ser expresada.

3. El vector de expresión de acuerdo con la reivindicación 1, en el que la 5'-SAR está presente en dos copias.

4. El vector de expresión de acuerdo con la reivindicación 1, en el que el promotor operable en las células animales 
es un promotor de citomegalovirus (CMV), un promotor tardío del adenovirus, un promotor 7.5K del virus vacuna, un 10
promotor del virus 40 de simio (SV40), un promotor de SV40E1, un promotor tk del virus del herpes simple (HSV), un 
promotor del virus sincitial respiratorio (RSV), un promotor del factor 1-α de elongación (EF1-a), un promotor de 
metalotioneína, un promotor de β-actina, un promotor del gen de interleuquina 2 humana (IL-2), un promotor del gen 
del interferón (IFN) humano, un promotor del gen de IL-4 humana, un promotor del gen linfotoxina humana, o un 
promotor del gen del factor de estimulación de colonias de granulocitos-macrófagos humanos (GM-CSF).15

5. El vector de expresión de acuerdo con la reivindicación 1, en el que la secuencia de poliadenilación es una 
secuencia de poliadenilación de la hormona de crecimiento bovino, una secuencia de poliadenilación de timidina 
quinasa (TK) derivada de HSV, o una secuencia de poliadenilación derivada de SV40.

6. El vector de expresión de acuerdo con la reivindicación 1, en el que las células animales son células de ovario de 
hámster chino (CHO), células VERO, células HeLa, células WI38, células de riñón de hámster bebé (BHK), células 20
COS o células de riñón de canino Madin-Darby (MDCK).

7. El vector de expresión de acuerdo con la reivindicación 2, en el que la proteína es una hormona, citoquina, 
anticuerpo, aptámero peptídico, adnectina, Affibody, avímero, o un dominio de Kunitz.

8. El vector de expresión de acuerdo con la reivindicación 7, en el que la proteína es eritropoyetina (EPO), un 
análogo de EPO, o un anticuerpo del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (anti-HER2).25

9. Una célula animal transfectada con el vector de expresión de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 
8.

10. Un método para preparar una proteína recombinante, que comprende incubar la célula animal transfectada de la 
reivindicación 9.

11. El vector de expresión de acuerdo con la reivindicación 3, en el que las dos copias de la 5'-SAR están presentes 30
consecutivamente en el vector.

12. El vector de expresión de acuerdo con la reivindicación 11, en el que las dos copias de la 5'-SAR están 
presentes consecutivamente secuencia abajo de la secuencia de nucleótidos que codifica la proteína que se va a 
expresar.
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